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R. Adharyan Islamy (156080100111001). Pengaruh Flavonoid Rumput Laut 
Coklat (Sargassum sp.) Terhadap Hematologi, Mikronuklei dan Histologi 
Pada Ikan Nila (Oreochromis niloticus) Setelah Dipapar Pestisida Berbahan 
Aktif Metomil. Di bawah bimbingan Dr. Uun Yanuhar, S.Pi., M.Si dan Dr. Asus 
Maizar Suryanto H., S.Pi, MP. 
 
Pestisida berbahan aktif metomil (C5H10N2O2S), S-methyl-1-N-[(methylcarba 
moyl)-oxy]-thioacetimidate secara global telah banyak digunakan di dunia 
pertanian karena aktifitas biologisnya yang luas, efisisiensi dan toksisitas tinggi 
terhadap hama target. Efek ini tidak hanya akan dialami oleh organisme target 
namun juga organisme non target seperti ikan. Bahaya yang ditimbulkan akibat 
adanya paparan pestisida metomil terhadap ikan antara lain dapat menyebabkan 
keracunan yang bersifat akut hingga kematian. 
Paparan Pestisida menyebabkan beberapa perubahan pada hematologi. 
Pestisida juga bersifat genotoksik dimana paparan pestisida mampu 
menyebabkan kerusakan dan ketidakstabilan kromosom atau kesalahan dalam 
proses mitosis sel dan berbagai penyimpangan selular lainnya yang dapat dilihat 
dari adanya mikronukei pada sel darah. Secara jaringan, pestisida menyebabkan 
hipertrofi pada sel epithelial, hiperplasia, fusi pada lamella, nekrosis pada epitel 
insang, eosinofilik eksudat, penyusutan inti sel (pycnotic nucleus), meningkatkan 
adanya pulpa putih dan menurunkan adanya pulpa merah.  
Untuk mengatasi beberapa dampak yang ditimbulkan oleh pestisida pada 
ikan, salah satunya dengan memanfaatkan bahan aktif dari rumput laut coklat 
(Sargassum sp.). Ekstrak rumput laut coklat (Sargassum sp.) juga diketahui 
memiliki aktifitas antigenotoksik dan antimutagenik karena mampu menghambat 
terjadinya sejumlah abrasi komosom, dan melindungi aktifitas mitotik sel. Selain 
itu, juga mampu menghambat fragmentasi DNA. Kandungan bahan aktif dari 
rumput laut coklat (Sargassum sp.) ini juga mampu memperbaiki status kesehatan 
ikan. Pemberian rumput laut coklat terbiukti mampu meningkatkan respon imun 
nonspesifik yang dapat dilihat dari parameter hematologi ikan.  
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh paparan 
konsentrasi letal pestisida berbahan aktif metomil terhadap status hematologi, 
mikronuklei dan histologi ikan nila (Oreochromis niloticus) dan untuk mengetahui 
kemampuan antioksidan flavonoid rumput laut coklat (Sargassum sp.) terhadap 
status hematologi, mikronuklei dan histologi ikan (Oreochromis niloticus) yang 
terpapar konsentrasi letal pestisida berbahan aktif metomil. 
Metode pada penelitian ini adalah metode eksperimen. Tahapan penelitian 
terdiri dari pengambilan Sampel Ikan Nila, uji toksisitas pestisida berbahan aktif 
metomil, pengolahan rumput Laut Sargassum sp., ekstraksi dan fraksinasi rumput 
laut coklat (Sargassum sp.), isolasi senyawa bioaktif flavonoid, pemaparan 
konsentrasi letal metomil dan pemberian flavonoid Rumput laut coklat (Sargassum 
sp.), pengambilan parameter hematologi, mikronuklei dan histologi serta kualitas 
air. Rancangan dan analisis data penelitian yang digunakan adalah Rancangan 
Acak Lengkap (RAL) sederhana dimana ikan yang dipapar konsentrasi letal 
pestisida berbahan aktif metomil diberi 4 perlakuan dosis flavonoid dan dilakukan 
sebanyak 3 kali ulangan.  
 
 























R. Adharyan Islamy (156080100111001). Effect of Flavonoid from Brown 
Seaweed (Sargassum sp.) Against Haematology, Micronuclei and Histology 
of Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) after Exposed by Methomyl-Based 
Pesticide. Under the guidance of Dr. Uun Yanuhar, S.Pi., M.Si and Dr. Asus 
Maizar Suryanto H., S.Pi, MP. 
 
 
Methomyl-based pesticide (C5H10N2O2S), S-methyl-1-N-[(methylcarba 
moyl)-oxy]-thioacetimidate widely used because its biological activity, effectivity, 
and high toxicity against targets. That impact not only for the targets but will also 
have an impact on non targets organism like fish. It have toxic and deadly impact. 
Exposure to Pesticides causes some changes to the hematology. Pesticides 
are also genotoxic in that exposure to pesticides is capable of causing 
chromosomal damage or instability or errors in the process of cell mitosis and other 
cellular deviations that can be seen from the presence of micronucleus in blood 
cells. In tissues, pesticides cause hypertrophy in epithelial cells, hyperplasia, fusion 
of lamellae, necrosis of the gill epithelium, eosinophilic exudate, shrinkage of the 
cell nucleus (pycnotic nucleus), increase the presence of white pulp and decrease 
the presence of red pulp. 
To overcome some of the impacts caused by pesticides on fish, one of them 
by utilizing the active ingredients of brown seaweed (Sargassum sp.). Seaweed 
chocolate extract (Sargassum sp.) Is also known to have antigenotoxic and 
antimutagenic activity because it inhibits the occurrence of a number of abrasion 
comosomes, and protects the cell mitotic activity. In addition, it is also able to inhibit 
DNA fragmentation. The content of the active ingredient of brown seaweed 
(Sargassum sp.) Is also able to improve the health status of fish. The provision of 
brown seaweed proved able to increase nonspecific immune response that can be 
seen from the parameters of fish hematology. 
The purpose of this research is to know the effect of exposure of lethal 
concentration of pesticide with active metomile on the status of hematology, 
micronuclei and histology of tilapia (Oreochromis niloticus) and to know the ability 
of brown seaweed flavonoid antioxidant (Sargassum sp.) On hematology, 
mikronuklei and histology status of fish (Oreochromis niloticus) exposed to lethal 
concentrations of pesticides with active metomyl. 
Method in this research is experiment method. The research stages consist 
of sampling of Tilapia Fish, toxicity test of active pesticide metomile, Sargassum 
sp. Seaweed processing, extraction and fractionation of brown seaweed 
(Sargassum sp.), Isolation of flavonoid bioactive compound, exposure of lethal 
concentration of metomyl and flavonoid administration of brown seaweed 
(Sargassum sp.), Taking of hematology, micronuclei and histology parameters and 
water quality. The design and analysis of the research data used were simple 
Randomized Design (RAL) in which the fish exposed the concentration of lethal 
pesticide with active metomyl were given 4 doses of flavonoid treatment and 
performed 3 replications. 
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1.1 Latar Belakang 
Pestisida berbahan aktif metomil (C5H10N2O2S), S-methyl-1-N-[(methylcarba 
moyl)-oxy]-thioacetimidate adalah pestisida dari golongan karbamat yang secara 
global telah banyak digunakan untuk melindungi tanaman pertanian karena 
aktifitas biologisnya yang luas (Guo, 2006; Meng, 2014). Metomil memeiliki 
efisisiensi dan toksisitas tinggi yang mampu membunuh serangga hingga 100% 
pada 6 jam setelah perlakuan dengan konsentrasi 0,8 gr, 1 gr,1,3 gr dan memiliki 
cara kerja yang paling cepat dibandingkan dengan jenis pestisida Betacyflutrin, 
Imidacloprid. Sedangkan untuk Dosis LC50 pestisida berbahan aktif metomil yang 
diujicobakan pada ikan nila (Oreochromis niloticus) ditetapkan berada pada 
konsentrasi 1.89 ppm (Bakoulia et al 2008; Purnamasari, 2015). 
Bahaya pestisida ini tidak hanya akan dialami oleh organisme target namun 
juga organisme non target. Masuknya sisa-sisa pestisida ke dalam perairan irigasi 
persawahan akan mencemari lingkungan (El-Gawad, 2012). Ekosistem perairan 
adalah salah satu ekosistem yang paling sering terpapar oleh bahan bahan 
pencemar pestisida (Hachfi et al., 2012). Akibatnya, pestisida yang mencemari 
perairan tersebut akan membahayakan ikan yang merupakan salah satu 
organisme utama perairan (Kime, 1999). 
Bahaya yang ditimbulkan akibat adanya paparan pestisida metomil terhadap 
ikan telah dilakukan oleh Li et al., (2008) dimana paparan pada konsentrasi 
tertentu dari pestisida metomil dapat menyebabkan keracunan yang bersifat akut 
hingga kematian pada spesies ikan P. parva; Namun sebelum ikan menunjukkan 
gejala stress atau keracunan, adanya paparan pestisida di lingkungan hidupnya 
akan memicu berbagai perubahan terhadap profil hematologi ikan seperti pada 





















juga berdampak pada penurunan kadar hematokrit dan persentase hemoglobin 
(HB%) secara signifikan (Elbialy et al 2015; Osman et al.,2010; Ibrahim et al.,2009) 
Adanya paparan bahan bahan kimia seperti pestisida metomil juga 
menyebabkan munculnya mikronuklei. Mikrnuklei adalah inti sel kedua yang 
ukurannya lebih kecil daripada inti sel utama. Mikronuklei ini terbentuk akibat 
adanya kerusakan dan ketidakstabilan kromosom atau kesalahan dalam proses 
mitosis sel. Saat proses pembelahan sel berlangsung, paparan pestisida akan 
membuat kromosom atau fragmen dari sebuah kromosom tidak tergabung dalam 
inti sel anak. Kemunculan mikronuklei dapat dijadikan sebagai bioindikator adanya 
aktifitas genotoksik dalam tubuh ikan (Sailaja et al, 2006; Tatiana dan Carmem, 
2006; Bhatia dan Kumar, 2012). Selain itu, kemunculan mikronuklei ini bahkan 
dapat menjadi indikator adanya tingkat penyimpangan seluler dan bahaya-bahaya 
genetik lainnya akibat adanya pemaparan pestisida (Augusto et al., 1997). 
Pengaruh langsung paparan pestisida di perairan juga dapat merusak 
jaringan tubuh ikan (Yosmaniar, 2009). Kerusakan yang muncul salah satunya 
terjadi pada jaringan insang ikan yang dapat didiagnosa melalui gambaran 
histologi (Hasheesh dan Ragaa, 2011). Pada lamela insang ikan nila yang terapar 
pestisida dari jenis karbamat ini, akan mengalami hipertrofi pada sel epithelial, 
hiperplasia, fusi pada lamella, nekrosis pada epitel insang, eosinofilik eksudat, 
penyusutan inti sel (pycnotic nucleus), meningkatkan adanya pulpa putih dan 
menurunkan adanya pulpa merah (Altinok dan Erol 2007; Ibrahim et al., 2009).  
Pemanfaatan bahan-bahan alami seperti rumput laut coklat (Sargassum sp.) 
telah secara luas dilakukan sebagai salah satu upaya pengobatan untuk 
menanggulangi berbagai dampak negatif yang terjadi akibat paparan pestisida 
terhadap ikan (Luo et al., 2016; Marimutu et al., 2012). Rumput laut coklat 
(Sargassum sp.) mengandung sejumlah besar flavonoid dan senyawa aktif 





















diketahui mengandung spektrum kimia luas dan memiliki aktifitas aktioksidan. 
Ekstrak rumput laut coklat (Sargassum sp.) juga diketahui memiliki aktifitas 
antigenotoksik dan antimutagenik karena mampu menghambat terjadinya 
sejumlah abrasi komosom, dan melindungi aktifitas mitotik sel. Selain itu, juga 
mampu menghambat fragmentasi DNA. (Hellio et al., 2001; Gamal-Eldeen et al., 
2013; Mehdinezhad et al., 2016). 
Kandungan bahan aktif dari rumput laut coklat (Sargassum sp.) ini juga 
mampu memperbaiki status kesehatan ikan. Pemberian rumput laut coklat terbukti 
mampu meningkatkan respon imun nonspesifik yang dapat dilihat dari parameter 
darah ikan seperti hematokrit, hemoglobin, total sel darah merah dan sel darah 
putih (Shahi dan Singh 2011; Kanimozhi et al 2013).  
 
1.2 Rumusan Masalah 
Masuknya bahan pencemar yang salah satunya pestisida berbahan aktif 
metomil kedalam perairan dapat mencemari ekosistem perairan dan akan 
berdampak negatif tehadap status kesehatan ikan sebagai organisme perairan. 
Rumput laut coklat (Sargassum sp.) mengandung senyawa flavonoid yang 
memiliki aktifitas biologi yang luas dan mampu membantu meningkatkan 
kekebalan tubuh dan status kesehatan ikan terhadap bahan pencemaran 
pestisida. Berdasarkan hal tersebut, dapat dirumuskan permasalahan pada 
penelitian ini yaitu: 
1. Bagaimana dampak paparan pestisida berbahan aktif metomil terhadap  
status kesehatan ikan nila (Oreochromis niloticus)? 
2. Bagaimana pengaruh bahan aktif (flavonoid) dari rumput laut coklat 
(sargassum sp.) terhadap status kesehatan ikan nila yang telah dipapar 























1.3 Tujuan Penelitian 
Adapun tujuan dari penelitian ini adalah : 
1. Untuk mendapatkan konsentrasi letal pestisida berbahan aktif metomil dan 
pengaruhnya terhadap status hematologi, mikronuklei dan histologi insang 
ikan nila (Oreochromis niloticus) 
2. Untuk mendapatkan isolat dan konsentrasi flavonoid rumput laut coklat 
(Sargassum sp.) terbaik dilihat dari parameter hematologi, mikronuklei dan 
histologi ikan (Oreochromis niloticus) yang telah terpapar konsentrasi letal 
pestisida berbahan aktif metomil. 
 
1.4 Manfaat penelitian 
Informasi tentang toksisitas pestisida berbahan aktif metomil terhadap 
organisme perairan khususnya ikan nila (Oreochromis niloticus) yang dalam 
penelitian ini diharapkan dapat dijadikan acuan dalam penggunaan pestisida 
berbahan aktif metomil; serta informasi tentang potensi flavonoid rumput laut 
coklat (Sargassum sp.) dalam meningkatkan status kesehatan ikan nila 
(Oreochromis niloticus) berdasarkan hematologi, mikronuklei dan histologi insang, 
dapat menjadikan rumput laut coklat sebagai alternatif pengobatan. 
 
1.5 Penelitian Terdahulu 
Terdapat beberapa penelitian terdahulu yang berkaitan dengan dampak 
pestisida dan manfaat flavonoid seperti yang disajikan pada tabel 1. 
Tabel 1. Penelitian Terdahulu 
No. Judul Tahun Peneliti 
1 
Genotoxic Potential of Pesticides in the 





Aisha Majid Ali 
2 
Effect of Flavonoids in Acetaminophen 


























Histopathology of Rainbow Trout 
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2007 
Ilhan Altinok  
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2 TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1 Ikan Nila (Oreochromis niloticus) 
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi 
Gambaran ikan nila (Oreochromis niloticus) dapat dilihat pada gambar 1. 
Berdasarkan taksonominya, ikan nila dapat diklasifikasikan sebagai berikut 
menurut Saanin (1984): 
Kingdom  : Animalia 
Filum   : Chordata 
Subfilum  : Vertebrata 
Kelas   : Osteichtyes 
Subkelas  : Acanthopterygii 
Ordo   : Percomorphi 
Subordo  : Percoidea 
Famili   : Cichlidae 
Genus   : Oreochromis 
Spesies   : Oreochromis niloticus 
 






















Berdasarkan morfologinya, Bentuk badan ikan nila pipih ke samping 
memanjang. warna tubuh pada  umumnya putih kehitaman dan merah sehingga 
dikenal sebagai “nila hitam” dan “Nila Merah”. Tubuh ikan nila hitam berwarna 
kehitaman, makin ke perut makin terang. Mempunyai garis vertical 9-11 buah 
berwarna hijau kebiruan. Pada sirip ekor terdapat 6-12 garis melintang yang 
ujungnya berwarna kemerahan, sedangka punggungnya terdapat garis miring. 
Mata ikan nila tampak menonjol agak besar dengan bagian tepi berwarna hijau 
kebiruan. Letak mulutnya terminal, posisi sirip perut terhadap sirip dada thorocis, 
dan garis rusuk (linea lateralis) yang terputus menjadi dua bagian. Letaknya 
memanjang di atas sirip dada. Julah sisik pada garis rusuk 34 buah dan tipe sisik 
ctenoid. Jari jari siripnya terdiri dari 17 jari-jari keras dan 13 jari-jari lunak pada sirip 
punggung. 1 jari-jari keras dan 5 jari-jari lunak pada sirip perut, 15 jari-jari lunak 
pada sirip dada, 3 jari-jari keras, 10 jari-jari lunak pada sirip dubur (anus), dan sirip 
ekor terdapat 8 jari-jari keras melunak (Ghufron dan Kordi, 2010). 
 
2.1.2 Habitat 
Ikan nila adalah salah satu ikan perairan tawar yang umum dikonsumsi. Ikan 
nila hidup pada berbagai habitat di air tawar seperti saluran air yang dangkal, 
kolam, sungai dan danau. Karena sifat ikan nila yang euryhaline atau memiliki 
tingkat toleransi salinitas yang luas, tidak jarang kalau ikan ini juga dapat 
ditemukan hidup di perairan payau. Pada perairan yang bersuhu hangat, Ikan nila 
dapat tumbuh optimal bahkan dapat menjadi spesies invasif. Sebaliknya, ikan nila 
tidak mampu bertahan hidup pada perairan di daerah yang beriklim dingin yang 
pada umumnya memiliki suhu di bawah 21oC (Harrysu, 2012).  
Ikan nila dapat hidup pada habitat yang memiliki kisaran suhu antara 14oC-
38 oC dan dapat memijah secara alami pada suhu 22 oC sampai 37 oC. Sedangkan 





















antara 25 oC sampai 30 oC. Selain suhu, faktor lain dalam habitat yang 
mempengaruhi hidup ikan nila adalah salinitas. Kisaran salinitas untuk ikan nila 
adalah antara 0 o/oo sampai 29 o/oo. Namun pada salinitas 29 o/oo sampai 39 o/oo 
ikan nila masih mampu bertahan hidup akan tetapi tidak dapat melakukan 
reproduksi. (Khairuman dan Amri, 2012). 
 
2.1.3 Keunggulan ikan nila (Oreochromis niloticus) 
Ikan nila (Oreochromis niloticus) adalah salah satu ikan yang paling banyak 
dibudidayakan di perairan darat. Selain karakteristinya petumbuhannya yang 
cepat dan cocok di berbagai lingkungan, ikan nila juga memiliki pasar yang luas 
dengan harga pasar yang relatif stabil (Wing-Keong and Nicholas, 2013). 
Kelebihan dari ikan nila yang lain menurut Wade et.al (2012) untuk budidaya 
perikanan adalah kebutuhan terhadap pakan komersil yang rendah. ikan ini dapat 
tumbuh cepat walaupun diberi makan dengan pakan yang rendah protein dan 
tinggi karbohidrat karena anggota dari genus Oreochromis merupakan jenis 
omnivora yang dapat memakan alga, tanaman air, invertebrata kecil, detritus dan 
biofilm yang dihasilkan asosiasi bakteri yang sekaligus dapat membuat para 
pembudidaya tidak harus mengeluarkan biaya yang mahal untuk pakan walaupun 
dibudidayakan pada kondisi ekstensif atau semiintensif tergantung produktifitas 
alami lingkungan budidaya. selain itu, ikan Nila juga dapat dibudidayakan dengan 
kepadatan yang tinggi dan relatif tahan terhadap penyakit pada kondisi tersebut. 
  
2.2 Pestisida 
2.2.1 Pengetian Pestisida 
Pestisida secara umum menurut Meidiantie et. al, (2010) merupakan bahan 
beracun yang sangat berbahaya baik bagi kesehatan maupun lingkungan. Hal ini 
disebabkan karena pestisida memiliki sifat polutan dan mampu menyebarkan 





















menyababkan berbagai kerusakan pada organ-organ tubuh seperti mutasi 
genenetik dan gangguan susunan saraf pusat. 
Pestisida memiliki peran yang sangat penting dalam produksi pangan dengan 
mengontrol serangga, gulma, penyakit tanaman dan berbagai hama lainnya. 
Kebanyakan pestisida memiliki dampak dan resiko yang tinggi terhadap manusia, 
hewan dan lingkungan karena pada dasarnya pestisida memang di desain untuk 
membunuh organisme atau memberikan dampak lain sesuai yang dituliskan pada 
labelnya. Akan tetapi lebih dispesifikkan kepada organisme atau spesies yang 
ditargetkan (David 2004). 
Berdasarkan sasaran yang akan dikendalikan, Djojosumarto (2008) 
mengklasifikasikan pestisida karbamat kedalam golongan Akarisida atau sering 
disebut mitisida yaitu bahan yang mengandung senyawa kimia beracun yang 
digunakan untuk membunuh tungau, capika, dan laba-laba. Beberapa bahan aktif 
pada akarisida yaitu abamektin, dikofol, dimetoat, etion, metamidofos, mevinfos, 
monokrotofos, forat, fosfamidon, piridafention, triazofos, metomil. 
 
2.2.2 Perjalanan Pestisida ke Perairan 
Di dunia pertanian, penggunaan pestisida banyak dilakukan dengan metode 
penyemprotan. Dalam metode ini, larutan pestisida akan dipecah oleh nozzle (cera 
atau spuyer) mejadi butiran butiran kecil yang kemudian didistribusikan ke sasaran 
penyemprotan (Djojosumarto, 2008). 
Saat dilakukan penyemprotan mengemukakan adanya kemungkinan yang 
pertama adalah terdistribusinya butiran-butiran pestisida oleh hembusan angin 
menuju media non target yang sebenarnya tidak diinginkan. Kemungkinan yang 
lain menurut wudianto (2010) adalah sebagian dari butiran-butiran pestisida yang 
membasahi media target menetes ke tanah yang diakibatkan karena penyeprotan 





















terlalu besar. Tetesan tersebut kemudian diserap oleh partikel-partikel tanah yang 
menyebabkan terakumulasinya pestisida di dalam tanah dan menimbulkan adanya 
pencemaran tanah. Ketika terjadi hujan, partikel partikel yang terakumulasi dalam 
tanah maupun sisa-sisa pestisida pada target akan terbilas dan terbawa ke aliran-
aliran air irigasi hingga menuju sungai sehingga menyebabakan pencemaran 
sungai oleh pestisida. Robinson (1973) mengemukakan bahwa aliran 
pembuangan pestisida beragam menurut laju arus air permukaan dan jenis tanah, 
sedangkan pencucian mula-mula bergantung pada adsorbsi/desorbsi antara 
konstituen tanah dan pergolakan air yang melaluinya. 
 
2.3 Pestisida Metomil 
2.3.1 Pengertian Pestisida Metomil 
Pestisida berbahan aktif metomil biasa digunakan oleh petani sebagai 
insektisida. Ini karena pestisida yang berbahan aktif metomil ternyata mempunyai 
nilai toksisitas yang tinggi dan cara kerja yang paling cepat apabila dibandingkan 
dengan insektisida yang lainnya dan mampu membunuh 100% target dalam waktu 
6 jam. Berbeda dengan insektisida berbahan aktif Betacyflutrin, Imidacloprid dan 
Thiametoxam yang merupakan kelompok insektisida Kloronikotini dan Peritroik 
Sintetik (SP) yang memiliki daya toksisitas yang rendah (Purnamasari, 2015). 
Pestisida Metomil (S-methyl-1-N-[(methylcarbamoyl)oxy]thioacetimidate) 
adalah pestisida dari golongan karbamat. Sekitar 15% kasus keracunan akibat 
bahan kimia pertanian di Jepang dari tahun 2009 hingga 2013 diakibatkan oleh 
adanya masukan bahan pestisida berbahan aktif metomil. Ikan nila yang dipapar 
pestisida metomil dalam konsentrasi subletal selama 30 hari dapat mempengaruhi 
kinerja system antioksidan pada hati dam meningkatkan keberadaan oksidatif 





















Insektisida Lannate® 25 WP hadir sejak tahun 1978, efektif dan cepat 
mengendalikan hama penggerek buah tomat Heliothis sp. Dengan racun kontak 
dan perut serta knock down effect-nya dapat mengendalikan serangga dalam 
waktu 15 menit. Dengan dosis rekomendasi 1.5 - 3.0 g/L yang diaplikasikan 5 kali 
per musim tanam, dapatkan produktivitas dan kualitas terbaik tanaman 
(dupont.co.id, 2017). 
 
2.3.2 Sifat Pestisida Metomil 
Metomil merupakan pestisida dari golongan insektisida. Menurut SNI 02-
7174-2006. Metomil teknis merupakan padatan berbentuk tepung berwarna putih 
hingga krem, dengan nama kimia S-methyl N-(methyl carbamoyloxy) 
thioacetimidate, rumus molekul C5H10N2O2S, nomor CAS 16752-77-5 dan 
digunakan sebagai bahan aktif insektisida dan akarisida. Pestisida ini relatif mudah 
diurai di lingkungan (tidak persisten), akan tetapi insektisida ini bersifat reversibel 
yaitu menghambat kerja enzim kolinesterase (ChE) secara langsung, melalui 
karbomoylasi dari gugusan ester enzim tersebut (Djojosumarto, 2008). 
Metomil adalah insektisida dengan spektrum N-methyl carbamate yang luas 
dengan aktivitas sebagai anti-cholinesterase yang banyak digunakan sebagai 
insektisida baik untuk tanaman buah dan sayuran, lahan gambut, tempat tinggal 
ternak, tempat komersial dan tempat sampah (miglena, 2015). Metomil bersifat 
stabil saat berada dalam keadaan padat dan dengan larutan sedikit asam atau 
netral (Van Scoy et al., 2013). Metomil dalam bentuk larutan cair telah dilaporkan 
mudah terdegradasi melalui aerasi, paparan sinar matahari atai dalam media 
alkalin (Howard, 1991). 
 
2.3.3 Dampak Pestisida Metomil Pada Ikan 
Paparan pestisida cenderung akan berdampak pada kesehatan suatu 





















terjadinya genotosisitas akibat paparan pestisida. (Sailaja et. al, 2006). Selain 
berdampak genotoksik, paparan pestisida dapat menimbulkan radikal bebas (free 
radical) pada tubuh ikan. Radikal bebas merupakan salah satu bentuk senyawa 
yang mempunyai elektron tidak berpasangan (Winarsi, 2007). Adanya elektron 
tidak berpasangan menyebabkan senyawa tersebut sangat reaktif mencari 
pasangan. Molekul  radikal bebas ini akan secara aktif merebut elektron dari 
molekul lain yang ada di sekitarnya untuk menstabilkan diri. Adanya radikal bebas 
dalam tubuh organisme erat kaitannya dengan kerusakan sel, kerusakan jaringan, 
dan lain lain (Fessenden dan Fessenden, 1986).  
Kelarutan suatu bahan aktif pestisida di dalam air merupakan faktor penting 
yang akan menetukan persistensinya di lingkungan perairan. Secara histologi 
jaringan, pengaruh langsung paparan pestisida di perairan dapat memberi dampak 
pada pada jaringan tubuh ikan, sedangkan pengaruh tidak langsung dapat terjadi 
dengan berkurangnya organisme pakan alami ikan sehingga menghambat 
pertumbuhan ikan (Yosmaniar, 2009).  
Pada konsentrasi tertentu, pestisida metomil dapat menyebabkan keracunan 
akut pada spesies P. parva, menyebabkan kematian, neurotiksik dan 
menyebabkan beberapa perubahan pada sejumlah enzim hepatic. Sedangkan 
pada konsentrasi tinggi dapat menyebabkan gangguan pada system endokrin dan 
menyebabkan gangguan berbagai gen tertentu pada testis dan kelenjar pituitary 
pada ikan Nila (Oreochromis niloticus) yang mengarah pada perubahan tingkat 
hormon seks steroid dan vitollohenin. Hal ini pada akhirnya akan menyebabkan 
system reproduksi ikan nila mengalami disfungsi. Ikan nila (Oreochromis niloticus) 
yang mengalami paparan melalui perairan yang terkontaminasi metomil 
menimbulkan potensi dampak negatif yaitu terjadinya gangguan pada sistem 





















meningkatkan waktu dan konsentrasi pemaparan (li et.al, 2008; ShunLong et. al., 
2016; Meng et. al., 2014). 
Studi tentang dampak pemaparan pestisida menerangkan adanya sejumlah 
peningkatan pada jumlah sel mikronuklei pada periferal sel darah merah ikan nila 
(Oreochromis niloticus) setelah terpapar oleh pestisida. Sel mikronuklei pada sel 
darah merah (eritrosit) ikan dapat dijadikan sebagai teknik bioassay yang sangat 
berguna dalam pengujian adanya dampak genotoksisitas. Hal ini juga 
menunjukkan bahwa analisis mikronuklei memiliki potensi sebagai alat untuk 
melihat kualitas air secara in situ (Naqvi et. al., 2016; Al-Sabti dan Metcalfe, 1995). 
 
2.4 Genotoksik 
2.4.1 Pengertian Genotoksik 
Genotoksik merupakan efek kerusakan deoxyribonucleic acid (DNA) yang 
dipengaruhi oleh agen kimia maupun fisika yang mampu memodifikasi basa 
nukelotida maupun sugar-phosphate backbone dari DNA (Kastan et al., 2004). 
Kerusakan pada DNA tersebut diantaranya dapat diakibatkan oleh terjadinya 
ikatan kovalen suatu agen toksik pada DNA. Jenis kerusakan DNA dapat 
berdampak pada kematian atau mutagenisitas sel, yang dapat menjurus pada 
kanker. Terdapat enam jenis kerusakan DNA, yaitu depurinasi basa, oksidasi 
basa, deaminasi basa, metilasi basa, DNA-DNA crosslink, dan DNA-protein 
crosslink (Swift et al., 2014). 
Genotoksis didefinisikan sebagai sifat senyawa yang dapat menyebabkan 
ketidakstabilan genetic hingga kerusakan pada DNA sehingga dapat merubah 
sistem biologis dan fungsional tubuh. Senyawa genotoksis ini menyebabkan 
perubahan biosintesis protein dan metabolisme DNA, perubahan struktur 
kromosom, kesalahan perbaikan DNA atau selama replikasi DNA, sehingga 






















2.4.2 Mekanisme Pestisida dalam Tubuh Ikan 
Pestisida masuk ke dalam tubuh manusia melalui difusi-osmosis, oral, dan 
melalui inhalasi (pernafasan). Di dalam darah ikan, pestisida ini akan berikatan 
dengan enzim cholinesterase yang berfungsi untuk mengatur kerja syaraf. Dan 
karena adanya pestisida dalam darah maka Acetilcholinesterase (AchE) akan di 
ikat oleh pestisida, sehingga kinerja enzim tidak berjalan dengan maksimal dalam 
tubuh terutama dalam mengirim perintah kepada otot- otot. Akibatnya otot-otot 
bergerak tanpa dapat dikendalikan (Sudarno, 1997). 
Dalam tubuh ikan, diproduksi asetikolin dan enzim kholinesterase. Enzim ini 
berfungsi memecah asetilkolin menjadi kolin dan asam asetat. Asetilkolin 
dikeluarkan oleh ujung-ujung syaraf ke ujung syaraf berikutnya, kemudian diolah 
dalam Central Nervous System (CNS), akhirnya terjadi gerakan gerakan tertentu 
yang dikoordinasikan oleh otak. Apabila paparan pestisida terjadi secara berulang 
pada jangka waktu yang lama, maka mekanisme kerja enzim kholinesterase 
terganggu, dengan akibat adanya ganguan pada system syaraf berupa aktifitas 
kolinergik secara terus menerus akibat asetilkholin yang tidak dihidrolisis. Hal ini 
dikenal sebagai tanda-tanda atau gejala keracunan (Syarief, 2007). 
Asetilkholin memeiliki peran sebagai jembatan penyeberangan bagi 
mengalirnya getaran syaraf. Melalui sistem syaraf inilah organ-organ di dalam 
tubuh menerima informasi untuk mempergiat atau mengurangi efektifitas sel. Pada 
sistem syaraf, rangsangan yang diterima dijalarkan melalui serabut-serabut syaraf 
(akson) dalam betuk impuls. Setelah impuls syaraf oleh asetikholin dipindahkan 
(diseberangkan) melalui serabut, enzim kholinesterase memecahkan asetilkholin 
dengan cara meghidrolisis asetilkholin menjadi kholin dan sebuah ion asetat, 
impuls syaraf kemudian berhenti. Reaksi-reaksi kimia ini terjadi sangat cepat 





















Hadirnya pestisida golongan organofosfat di dalam tubuh akan menghambat 
aktifitas enzim asetilkholinesterase, sehingga terjadi akumulasi substrat 
(asetilkholin) pada sel efektor. Keadaan tersebut diatas akan menyebabkan 
gangguan sistem syaraf yang berupa aktifitas kolinergik secara terus menerus 
akibat asetilkholin yang tidak dihidrolisis. Gangguan ini selanjutnya akan dikenal 
sebagai tanda-tanda atau gejala keracunan (Syarief, 2007). 
 
2.4.3 Mekanisme dan Dampak terjadinya genotoksik 
Secara garis besar mekanisme perusakan DNA oleh senyawa genotoksik 
dibagi menjadi efek kerusakan langsung dan tidak langsung. Pada efek kerusakan 
langsung, senyawa genotoksik biasanya bersifat elektrofilik dimana senyawa 
tersebut dapat terikat langsung dengan senyawa nukleofilik seperti DNA dan dapat 
mengakibatkan terjadinya pemutusan pada rantai DNA, berubahnya basa 
DNA,  intercalation, atau cross linkage (John, 1990) 
Efek genotoksik tersebut disebabkan oleh aktivasi siklofosfamid menjadi 4-
hidroksisiklofosfamid yang dikatalisis oleh CYP2B6; 2C9; 3A4 yang merupakan 
isozyme dari enzim oksidase hepatic cythochrome P450 (CYP450). CYP3A4 
merupakan bentuk utama dari CYP450 dengan persentase jumlah yang cukup 
banyak (25% dari seluruh famili CYP450 dan sangat penting dalam oksidasi obat 
(Guengrich, 1995; Shimada et al., 1994). Senyawa 4-hidroksisiklofosfamid 
tersebut selanjutnya akan mengalami interkonversi secara cepat menjadi 
tautomernya, aldofosfamid. Aldofosfamid akan mengalami reaksi eliminasi secara 
spontan (non-enzimatik) untuk menghasilkan phosphoramide mustard (PM). PM 
inilah yang secara umum diketahui sebagai DNA crosslinking agent (Shukla et al., 
2001) yang dapat mengakibatkan terbentuknya mikronukleus dan kematian sel 























2.5 Sistem Imun Pada Ikan 
Ikan adalah organisme pertama yang diketehui memiliki system imun innate 
dan adaptif sehingga studi yang mempelajari hewan ini memiliki tingkat relevansi 
yang tinggi dalam menyajikan informasi tentang evolusi system imun pada 
vertebrata (Litman et. al, 2005). Sistem imun innate sangat penting bagi ikan 
(Magnadóttir, 2006; Gao et. al, 2015). Komponen utama dari imunitas humoral 
pada ikan antara lain adalah peptida antibakteri, lisozim,lektin, protein fase akut, 
dan molekul dari sistem komplemen, sedangkan sel imun innate adalah makrofag, 
neutrofil, dan eosinofil (Saurabh et. al, 2008; Alvarez, 2008). 
Disamping itu, mekanisme imunitas adaptif pada ikan memiliki peran yang 
vital dalam proteksi terhadap infeksi berulang dimana respon ini dimediasi oleh sel 
T dan sel B-lymphocytes serta antibody. Ikan adalah vertebrata pertama dimana 
seleksi klonal dan mampu melakukan penataan ulang genetik pada reseptor 
limfosit. Demikian juga, leukosit dengan aktivitas sel T pada leukosit telah banyak 
dipelajari, serupa dengan sel T yang bersifat kooperatif dan sitotoksik pada 
mamalia (CD4+-like, CD8+-like). Selain itu, berdasarkan profil sitokin, ada sebuah 
studi yang memjelaskan tentang adanya subpopulasi sel T yang mirip dengan 
yang ada pada mamalia. Sebaliknya, sel B pada ikan telah ditandai melalui 
ekspresi reseptor antigen (BCR). Pada ikan, IgM adalah sebuah antibodi terlarut 
yang utama, yaitu tetramer dan di sisi lain, IgD, sama seperti pada mamalia, dia 
diekspresikan di permukaan sel B. Selain itu, isotipe lain yang telah teridentifikasi, 
seperti lgT dan lgZ, pada umumnya ditemukan pada lapisan mukosa, seperti di 
usus, di kulit, dan pada insang (Laing dan Hansen, 2011; Sunyer 2013) 
 
2.6 Sistem Imun Ikan Terhadap Paparan Pestisida 
Pada ikan, molekul yang bertanggung jawab atas respons humoral bawaan 





















(Díaz-Resendiz, 2015). Molekul tersebut adalah molekul lisozim yang memiliki 
peran penting dalam system imun innate yang sering mengalami perubahan akibat 
paparan pestisida. Sebuah studi menunjukkan bahwa aktifitas lisozim meningkat 
pada hati dan limpa ikan sturgeon (Huso huso) yang terekspose pestisida diazinon 
dengan konsentrasi akut (1,5 ppm) namun pada paparan dengan konsentrasi 
subakut dan subklinis, aktivitas lisozim menurun pada plasma, hati, ginjal, dan 
limpa (Khoshbavar-Rostami et. al, 2006). 
Pada penelitian terbaru, dilaporkan bahwa paparan klorpirifos (0,102 dan 
0,2555 ppm) pada ikan nila (Oreochromis niloticus) dapat memicu peningkatan 
aktivitas lisozim dalam plasma akan tetapi pada konsentrasi yang lebih rendah 
(0,051 ppm), pestisida ini tidak menyebabkan efek pada aktivitas enzim tersebut 
(Díaz-Resendiz, 2014). 
Molekul penting lainnya dari sistem imun innate pada ikan adalah protein C3 
komplemen yang juga dapat mengalami perubahan akibat paparan pestisida. 
Deregulasi pada konsentrasi dan ekspresi mRNA molekul ini telah dilaporkan 
terjadi pada ginjal anterior, limpa, dan plasma ikan mas (C. carpio L.) yang terpapar 
pestisida klorofenrifos secara akut (Li et. al, 2013). 
Reactive C protein (RCP) adalah molekul lain yang memiliki peran terhadap 
system imun innate ikan yang terkena paparan pestisida. Dalam konteks ini, telah 
dilaporkan bahwa paparan akut terhadap pestisida metrifonat (0,4 ppm) pada ikan 
rainbow trout (O. mykiss) selama 3 hari dapat memicu terjadinya peningkatan 
protein RCP secara signifikan dalam plasma dan pada 10 dan 18 hari setelah 
terpapar, aktivitas protein berkurang secara signifikan (Kodama, 2004) 
 
2.7 Rumput Laut Coklat Sargassum sp. 
Sargassum adalah sebutan dari sekelompok alga cokelat (Phaeophyta) 





















hidup di perairan tropis dan sub-tropis di seluruh dunia. Alga dari genus ini memiliki 
berbagai macam cara hidup, kebanyakan alga dari genus ini ditemukan hidup 
menetap dan menempel pada substrat, sementara beberapa jenis lain ditemukan 
hidup melayang hingga menuju laut lepas. 
 
2.7.1 Klasifikasi dan Morfologi Sargassum sp. 
Ciri-ciri khusus yang dimiliki Sargassum sp. antara lain adalah thallus 
berbentuk pipih, licin, batang utama berbentuk bulat agak kasar, dan memiliki 
holdfast berbentuk cakram yaitu bagian yang digunakan untuk melekat. Cabang 
pertama Sargassum sp. timbul pada bagian pangkal, terletak sekitar 1 cm dari 
holdfast. Sistem percabangannya secara teratur berselang seling. Bentuk daun 
oval dan memanjang berukuran (40x10) mm dengan pinggir daun memiliki gerigi 
yang jarang-jarang, bergelombang, dan ujungnya melengkung atau meruncing. 
Pada batang Sargassum sp. Memiliki vesicle yaitu gelembung yang menyerupai 
buah dan berbentuk lonjong agak pipih, ujung meruncing berukuran (7x1,5) mm. 
Vesicle berbentuk lonjong, ujung meruncing berukuran (7x1,5) mm, dan agak pipih 
Cabangnya rimbun menyerupai pohon di darat. Bentuk daun melebar, lonjong atau 
seperti pedang. Mempunyai gelembung udara (bladder) yang umumnya soliter. 
Warna thallus umumnya coklat  (Othmer, 1986) 
Menurut Guiry dan Guiry (2017), taksonomi Sargassum sp secara umum 
adalah sebagai berikut dan bentuknya dapat dilihat pada gambar 1 : 
Kerajaan  : Chromalvoelata 
Divisi  : Heterokontophyta 
Kelas  : Phaeophyceae 
Bangsa  : Fucales 
Suku  : Sargassaceae 
Marga  : Sargassum 























Gambar 2. Sargassum Sp. (Guiry dan Guiry, 2016) 
 
2.7.2 Habitat Sargassum sp. 
Sargassum sp. menurut Othmer, (1986) merupakan salah satu jenis rumput 
laut yang dapat tumbuh pada substrat berupa batu karang yang berada di daerah 
pantai yang berombak. Kadi (2005) menambahkan, Sargassum sp. Juga dapat 
tumbuh secara subur pada daerah beriklim tropis dengan suhu perairan berkisar 
antara 27,25oC hingga 29,3 oC dan memiliki salinitas yang berkisar antara 32 
hingga 33,5 promil. Kebutuhan intensitas cahaya matahari lebih tinggi karena 
kandungan klorofil pada Sargassum sp lebih banyak dan klorofil tersebut berperan 
dalam fotosintesis. 
 
2.7.3 Kandungan Bioaktif Sargassum Sp. 
Kandungan bioaktif dari rumput laut coklat (Sargassum sp.) dewasa ini telah 
banyak dipelajari pada berbagai penelitian. Ekstrak metanol dari rumput laut coklat 
(Sargassum sp.) diketahui menunjukkan aktifitas antioksidan yang tergolong 
dalam kategori kuat (Patra, 2008). Extrak yang berasal dari berbagai jenis rumput 
laut sargassum seperti dari jenis Sargassum integerrimum, Sargassum maclurei, 
Sargassum naozhouense, dan Spiraea thunbergii menunjukkan bahwa 
kandungan bioaktifnya di dalamnya memiliki aktifitas neuroprotektif dan aktifitas 





















Analisis fitokimia yang telah dilakukan terhadap ekstrak dari beberapa 
rumput laut coklat seperti Sargassum angustifolium, Sargassum oligocystum dan 
Sargassum boveanum juga menunjukkan bahwa rumput laut coklat ini 
mengandung sejumlah besar senyawa metabolit sekunder yang diantaranya 
seperti tannin, saponin, sterol dan triterpen, flavonoid, kardiak glikolisis dan 
antaraquinon (Mehdinezhad et. al, 2016). Ekstrak dari rumput laut coklat juga 
diketahui mempunyai dampak aktifitas biologis sebagai antigenotoksik. tretmen 
dengan ekstrak rumput laut coklat dapat secara dramatis mengurangi abrasi 
kromosom (Gamal-Eldeen et. al., 2013). 
 
2.8 Flavonoid 
2.8.1 Pengertian Flavonoid 
Flavonoid adalah senyawa golongan metabolit sekunder yang disintesis dari 
asam piruvat melalui metabolisme asam amino (Bhat et al., 2009). Pada umumnya 
senyawa flavonoid ini banyak terdapat di seluruh bagian tanaman yang mana 
flavonoid ini sangat efektif digunakan sebagai antioksidan (Astawan dan Kasih 
2008). Senyawa flavonoid terikat pada gula sebagai glikosida dan aglikon 
flavonoid (Harborne 1987). 
Flavonoid merupakan golongan dari pigmen organik yang tidak mengandung 
molekul nitrogen. Penamaan dari flavonoid berasal dari bahasa latin yang 
mengacu pada warna kuning saat diuji dengan menggunakan metode fitokimia 
dan sebagian besar flavonoid adalah berwarna kuning. Senyawa golongan 
flavonoid yang terkandung dalam tanaman sering kali ditemukan dalam bentuk 
pigmen dan co-pigmen. Kombinasi dari berbagai macam pigmen ini membentuk 
pigmentasi pada tanaman. Selain itu juga mempunyai manfaat yang penting 





















Terdapat flavonoid dalam jumlah tinggi dalam ekstrak metanol Sargassum 
siliquosum yang menunjukkan adanya aktifitas antioksidan yang tinggi pada 
tanaman Sargassum sp. Bioaktif dari golongan flavonoid sendiri mempunyai suatu 
aktifitas fisiologikal dan farmatikal yang berbeda jika dibandingkan dengan 
golongan bioaktif yang lain yaitu pada aktifitasnya biologinya yang berfungsi 
sebagai antioksidan, anti-karsinogen, anti-inflammatori dan mampu meningkatkan 
fungsi endotelial (Han et. al, 2007; Corpuz et. al, 2012) 
Flavonoid merupakan senyawa turunan fenol. Terdapat sekitar 10 jenis 
flavonoid yaitu antosianin, proantosianidin, flavonol, flavon, glikoflavon, biflavonil, 
khalkon, auron, flavanon, dan isoflavone. Warna senyawa golongan flavonoid bisa 
berubah apabila ditambah larutan yang bersifat basa atau ammonia. Senyawa 
flavonoid ini mudah dideteksi pada kromatografi atau dalam larutan. Senyawa ini 
mengandung sistem aromatik yang terkonjugasi, oleh karena itu flavonoid 
menunjukkan pita serapan kuat pada daerah spektrum UV dan spektrum tampak 
(Harborne, 1987). 
Menurut tingkat kepolarannya, senyawa golongan flavonoid merupakan 
senyawa metabolit sekunder yang bersifat polar. Akan tetapi masih terdapat 
sejumlah senyawa flavonoid dengan tingkat kepolaran yang rendah. Beberapa 
contoh dari golongan flavonoid yang memiliki tingkat kepolaran rendah antara lain 
Isoflavon, flavonon, flavon methyl, flavonol (Anderson dan Markam 2006).  
 
2.8.2 Struktur Dasar Senyawa Flavonoid 
Senyawa-senyawa flavonoid adalah senyawa-senyawa polifenol yang 
mempunyai 15atom karbon, terdiri dari dua cincin benzena yang dihubungkan 
menjadi satu olehrantai linier yang terdiri dari tiga atom karbon. Senyawa-senyawa 





















senyawa 1,2 diaril propana,sedangkan senyawa-senyawa neoflavonoid adalah 1,1 
diaril propane (Doloksaribu, 2011) 
Senyawa flavonoid adalah senyawa yang mengandung C15 terdiri atas dua 
inti fenolat yang dihubungkan dengan tiga satuan karbon. Struktur dasar flavonoid 
menurut Sastrohamidjojo (1996) dapat digambarkan sebagai gambar 3 : 
 
Gambar 3. Kerangka dasar senyawa flavonoid 
 
2.8.3 Kelarutan Flavonoid 
Aglikon flavonoida adalah polifenol dan karena itu mempunyai sifat kimia 
senyawa fenol, yaitu bersifat agak asam sehingga dapat larut dalam basa. Tetapi 
harus diingat,bila dibiarkan dalam larutan basa, dan disamping itu terdapat 
oksigen, banyak yang akan terurai. Karena mempunyai sejumlah gugus hidroksil, 
atau suatu gula. flavonoid merupakan senyawa polar, maka umumnya flavonoid 
cukup larut dalam pelarut polarseperti Etanol (EtOH), Metanol (MeOH), Butanol 
(BuOH), Aseton, Dimetilsulfoksida (DMSO), Dimetilformamida (DMF), Air dan lain-
lain. Adanya gula yang terikat pada flavonoid (bentuk yang umum ditemukan) 
cenderung dapat menyebabkan flavonoid menjadi lebih mudah larut dalam air dan 
dengan demikian campuran pelarut yang disebut diatas dengan air merupakan 
pelarut yang lebih baik untuk glikosida (Doloksaribu, 2009). 
Pada umumnya flavonoid sedikit larut dalam pelarut polar misalnya etanol, 
metanol, butanol, aseton dan sebagainya. Flavonoid juga mudah larut dalam air, 
karena adanya gula yang terikat. sedangkan aglikon flavonoid yang kurang polar 
misalnya isoflavon, flavanon dan flavon serta flavanol yang termetoksilasi 






















2.9 Ekstraksi dan Pemisahan Senyawa Flavonoid 
2.9.1 Ekstraksi 
Ekstraksi didefinisikan sebagai proses penarikan komponen yang diinginkan 
dari suatu bahan dengan cara pemisahan satu atau lebih komponen dari bahan 
tersebut. Faktor-faktor yang berpengaruh terhadap proses ekstraksi adalah lama 
ekstraksi, suhu, dan jenis pelarut yang digunakan harus memperhatikan daya 
melarutkan, titik didih, sifat toksik, mudah tidaknya terbakar, dan sifat korosif 
terhadap peralatan ekstraksi (Khopkar 2003). 
Proses ekstraksi akan bertambah baik jika permukaan bahan yang 
bersentuhan langsung dengan pelarut semakin luas maka kecepatan difusi aktif 
melewati membrane semakin besar seingga semakin mudah zat aktif melewati 
membrane sel. Hasil ekstrak yang telah diuapkan semua pelarutnya akan 
berbentuk kental disebut ekstrak (Husnah, 2009) 
Secara umum ekstraksi senyawa metabolit sekunder dari seluruh bagian 
tumbuhan seperti daun, batang dan akar umumnya dilakukan secara maserasi 
menggunakan pelarut organic polar seperti methanol. Juniarti et. al, (2009) 
mengemukakan beberapa metode ekstraksi senyawa organic bahan alam yang 
umum digunakan antara lain : 
a. Maserasi 
Maserasi merupakan proses perendaman sampel dengan pelarut organic 
yang digunakan pada temperature ruangan. Proses ini sangat menguntungkan 
dalam isolasi senyawa bahan alam karena dengan perendaman sampel tumbuhan 
akan terjadi pemecahan dinding dan membrane sel akibat perbedaan tekanan 
antara di dalam dan di luar sel sehingga metabolit sekunder yang ada dalam 
sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organic dan ekstraksi senyawa akan 
sempurna karena dapat diatur lama perendaman yang dilakukan. Pemilihan 





















memperhatikan kelarutan senyawa bahan alam pelarut tersebut. Senyawa umum 
pelarut methanol merupakan pelarut yang paling banyak digunakan dalam proses 
isolasi senyawa organic bahan alam, karena dapat melarutkan seluruh golongan 
metabolit sekunder. 
b. Perkolasi 
Merupakan proses melewatkan pelarut organic pada sampel sehingga 
pelarut akan membawa senyawa organic bersama-sama pelarut. Tetapi efektivitas 
dari proses ini hanya akan lebih besar untuk senyawa organic yang sangat mudah 
larut dalam pelarut yang digunakan. 
c. Metode soklet 
Menggunakan soklet dengan pemanasan dan pelarut akan dapat dihemat 
karena terjadinya sirkulasi pelarut yang selalu membasahi sampel. Proses ini 
sangat baik untuk senyawa yang tidak terpengaruh panas. 
d. Destilasi uap 
Proses destilasi uap lebih banyak digunakan untuk senyawa organic yang 
tahan pada suhu yang cukup tinggi, yang lebih tinggi dari titik didih pelarut yang 
digunakan. Pada umumnya lebih banyak digunakan untuk minyak atsiri. 
e. Pengempaan  
Metode ini lebih banyak digunakan dalam proses industry seperti pada 
isolasi Crude Palm Oil (CPO) dari buah kelapa sawit dan isolasi katecin dari daun 
gambil, dimana pada proses ini tidak menggunakan pelarut. Sifat penting yang 
harus diperhatikan dalam ekstraksi adalah kepolaran senyawa dilihat dari gugus 
polarnya. Suatu senyawa menunjukkan kelarutan yang berbeda-beda pada pelarut 
yang berbeda. Bahan dan senyawa kimia akan mudah larut pada pelarut yang 
relatif sama kepolarannya. Semakin besar konstanta dielektrik, maka pelarut 
tersebut semakin polar (Nur dan Adijuwana, 1989). Beberapa pelarut organik dan 































Heksana 68 -94 1,8 
Dietil eter 35 -116 4,3 
Kloroform 61 -64 4,8 
Etil Asetat 77 -84 6,0 
Aseton 56 -95 20,7 
Etanol 78 -117 24,3 
Metanol 65 -98 32,6 
Air 100 0 80,2 
 
 
2.9.2 Pemisahan Senyawa 
Teknik isolasi senyawa dapat diperoleh dengan menggunakan metode 
kromatografi. Metode kromatografi merupakan suatu cara untuk memisahkan 
senyawa berdasarkan partisi cuplikan antara fase gerak dan fase diam. Proses 
pemisahan terjadi karena sampel tertahan oleh fase diam atau dibawa oleh fase 
gerak dan tergantung pada afmitas senyawa terhadap kedua fase (Lenny, 2006) 
Untuk memisahkan senyawa golongan flavonoid yang terkandung dalam 
jaringan tumbuhan, cara yang paling popular untuk menelaahnya adalah dengan 
menggunakan kromatografi kertas dua arah dari ektrak etanol pekat dengan 
menggunakan pengembang BAA dan asam asetat 5%. Pembanding baku yang 
digunakan pada kromatogram dalam proses pemisahan senyawa golongan 
flavonoid ialah rutin, yaitu suatu glikosida flavonol (Harborne, 1987). 
 
2.10 Mikronuklei 
Mikronuklei merupakan sebuah nucleus kecil yang terbentuk saat kromosom 
atau fragmen kromosom yang tidak masuk kedalam salah satu nucleus sel baru 





















terdapat inti sel atau nucleus yang di dalamnya terdapat berbagai materi-materi 
genetik yaitu Deoxyribonucleic Acid (DNA) yang memiliki fungsi utama yaitu untuk 
mengadakan kontrol terhadap aktivitas sel (Moss 1980). 
Beberapa studi telah dilakukan untuk tujuan mengevaluasi masuknya 
pestisida sebagai penyebab kerusakan menggunakan uji mikronuclei dalam 
eritrosit dari P. parva. Hal ini akan sangat membantu dalam memahami dasar 
dasar pengaruh ekotoksikologikal paparan pestisida terhadap fisiologi ikan dalam 
perairan dan mempelajari genotoksisitas (Huanyang dan Shihua 2016). 
Terbentuknya sel mikronuklei dapat disebabkan oleh adanya interaksi dari 
agen kimia, fisik atau biologi dengan struktur non genomik, seperti miotik spindle 
dan kinetokor yang akhirnya memicu gangguan dalam proses miotik yang nantinya 
akan menyebabkan terjadinya gagalan dan kesalahan saat proses pembelahan 
kromosom. Agen tersebut juga dapat secara langsung berdampak pada DNA, 
menimbulkan pecahnya kromosom, yang dapat terlihat secara visual dan dihitung 
melalui uji mikronukleus (Tatiana dan Carmem, 2006). 
Mikronukleus digunakan untuk meninjau kerusakan sebuah kromosom atau 
seluruh kromosom pada organisme yang gagal menemukan jalan menuju benang 
spindle selama pembelahan sel. Pada tahap anaphase, saat elemen sentrik 
berpindah menuju spindle pole, kromatik sentrik dan fragmen kromosom tertinggal. 
Seletah tahap telophase, kromosom yang tidak rusak dan fragmen sentrik berubah 
menjadi nuclei seperti biasa. Meskipun elemen yang tertinggal ini juga termasuk 
dalam sel anak dan sebagian besar ditransfer ke dalam satu atau beberapa nuclei 
sekunder, yang jauh lebih kecil daripada nuclei dasar dan pada umumnya disebut 
sebagai "mikronukleus" (Gangar et al. 2010). 
Mikronukleus assay dapat dijadikan rujukan untuk mengetahui tingkat 
kerusakan genetik pada suatu organisme. Kemampuan dari uji mikronukleus ini 





















ke struktural dan angka perubahan kromosom). Perbedaan antara dua fenomena 
ini berdasarkan identifikasi asal mula micronuklei adalah penting untuk analisis 
mikronukleus ini digunakan untuk menguji genotoksisitas atau untuk biomonitoring 
paparan genotoksik dan dampak dalam berbagai sel (Attia et al. 2009). 
mikronukleus assay telah lama dipergunakan untuk melihat potensi genotoksik 
dari berbagai komponen pencemaran terhadap ikan. begitu juga untuk melihat 
potensi pencemaran yang diakibatkan oleh masuknya pestisida ke perairan. uji 
mikronukleus pada sel eritrosit ikan dari jenis tilapia adalah metode yang sensitif 
untuk mengevaluasi dan melihat komponen karsinogenik dan mutagen di 
lingkungan perairan. Naqvi et. al., (2016) 
 
2.11 Hematologi 
Darah memiliki fungsi yang penting bagi organisme. Pada ikan, darah  
memiliki fungsi sebagai pembawa ion-ion anorganik (Na+, Mg+2, Cl-) dan senyawa 
organik seperti hormon, vitamin, serta beberapa protein plasma. Protein plasma 
sendiri memiliki peran yang penting dalam respon kekebalan tubuh yaitu sebagai 
penyangga perubahan pH darah dan pengaturan tekanan osmotik (Bond, 1979). 
Fungsi darah pada ikan untuk mengedarkan zat makanan hasil pencernaan 
dan oksigen ke sel-sel tubuh serta membawa hormon dan enzim ke organ yang 
memerlukannya. Beberapa parameter yang dapat memperlihatkan perubahan 
pada darah adalah kadar hematokrit (Ht), kadar hemoglobin (Hb), jumlah sel darah 
merah (leukosit) dan jumlah sel darah putih (leukosit)) (Lagler et al., 1977). 
 
2.11.1 Hematokrit 
Hematokrit (Ht) merupakan perbandingan antara volume sel darah merah 
dengan plasma darah (Bond, 1979). Menurunnya kadar hematokrit dapat sebagai 
indikasi rendahnya protein dalam pakan, defisiensi vitamin atau ikan dapat infeksi, 





















stress (Wedemeyer & Yasutake, 1977 dan Anderson & Siwick, 1983). Hematokrit 
dalam darah ikan mas pada kondisi normal adalah sebanyak 27,1% (Peter dan 
Cech, 1990 dalam Affandi dan Tang, 2002) 
 
2.11.2 Hemoglobin (Hb) 
Hemoglobin terkandung dalam sel darah merah yang mana hemoglobin ini 
merupakan suatu protein dalam eritrosit. Hemoglobin berperan dalam proses 
pengangkutan oksigen dalam darah dan kadar hemoglobin dalam darah ikan 
berkaitan dengan jumlah eritrosit (Lagler et al., 1977). Hemoglobin berkaitan 
dengan eritrosit yaitu kadar atau kandungan eritrosit matang dalam aliran darah. 
Rendahnya Hb menunjukkan ikan anemia, sedangkan tingginya Hb berkaitan 
dengan kondisi stres (Blaxhall, 1972). 
Kadar hemoglobin dalam darah ikan teleostei berkisar antara 37-100% Hb 
setara dengan 14 gram dalam 100 ml darah dan dalam keadaan sakit akut kadar 
Hb pada ikan akan turun hingga 27 % (Lucky, 1977). Angka (1983), kadar 
hemoglobin pada ikan mas dewasa adalah 8,61 ± 0,43 - 10,86 ± 48 (gram per 100 
cc volume darah). 
 
2.11.3 Eritrosit 
Warna eritrosit merah kekuningan, bentuk lonjong, kecil dan berukuran 7-36 
mikron (Lagler et al., 1977). Darah ikan sebagian besar terdiri dari sel-sel darah 
merah yang jumlahnya diperkirakan mencapai 4 juta sel/mm3. Sel darah merah 
ikan memiliki inti sel yang ukurannya bervariasi antar spesies. Sel darah merah 
tersebut mengandung hemoglobin dan berfungsi membawa oksigen dari insang 
ke berbagai jaringan (Moyle dan Cech, 1981). 
Menurut Angka (1990) volume sel darah merah 100cc volume darah pada 
ikan mas dewasa berkisar 30,92 ± 0,43% dan 37,4 ± 1,67% dan jumlah sel darah 





















sel. Eritrosit yang terdapat dalam darah ikan mas dalam kondisi normal adalah 
1,43 sel x 106/mm3 (Peter dan Cech, 1990 dalam Affandi dan Tang 2002). 
 
2.11.4 Leukosit 
Menurut Angka (1990), jumlah sel leukosit dalam 1cc darah merah ikan 
berkisar antara (14,70 ± 0,32) x 103 sel – (19,35 ± 0,42) x 103 sel. Affandi dan 
Tang (2002), sel darah putih pada ikan tidak berwarna dengan jumlah berkisar 
20.000 – 150.000 butir, dan dibedakan menjadi dua golongan, yaitu: agranulosit 
dan granulosit. agranulosit digolongkan menjadi limfosit, monosit dan trombosit, 
seangkan granulosit dibagi menjadi basofil, eoseonofil dan neutrofil. 
 
2.12 Histologi Jaringan Ikan 
Histologi jaringan merupakan metode yang sensitif. Secara biologis, metode 
ini bernilai untuk mengukur dampak dari stres lingkungan terhadap jaringan tubuh 
yang terdapat pada hewan. Perubahan yang terjadi secara histologis dapat 
digunakan untuk memperkirakan dan menganalisis dampak yang mungkin terjadi 
pada organisme seperti laju pertumbuhan, reproduksi, aktifitas organisme dalam 
menghindarkan diri dari predator, dan stabilisasi populasi pada tingkat yang lebih 
tinggi (MacKim, 1985; Meyer dan Hendricks 1985; Connel dan Miller, 1995). 
Beberapa studi yang dilakukan sebelumnya telah melaporkan bahwa 
terdapat beberapa perubahan dan kerusakan histopatologi pada insang ikan 
bluegill sunfish (Lepomis macrochirus) yang dipapar pestisida diazinon dengan 
konsentrasi subletal menunjukkan beberapa kerusakan yang terjadi pada insang 
seperti ekstrusi mucus, pembengkakan lamella, serta menurunnya microridges 
(Dutta et al., 1997). Pada ikan guppy (Poecilia reticulata) yang dipapar dengan 
pestisida klorpirifos, kerusakan insang juga terjadi antara lain mengecilnya lamella, 
terjadinya Fusi, hancurnya lamella secara total, meningkatnya vakuolasi, bentuk 





















3 Kerangka Penelitian 
 
3.1 Landasan Teori 
Aplikasi penggunaan pestisida sebagai upaya dalam penanggulangan hama 
pengganggu secara tidak langsung dapat meningkatkan produksi hasil pertanian. 
Selain efek positif tersebut, tidak sedikit pula ditemukan dampak negatifnya 
terhadap organisme non target. Meskipun suatu jenis pestisida tertentu ditujukan 
untuk mematikan suatu kelompok atau spesies target tertentu, tetapi pada 
hakekatnya bersifat racun terhadap semua organisme baik organisme target 
maupun non target (Supriyono et. al 2005). 
Pestisida akan terkonsentrasi dalam lingkungan perairan sehingga 
berpotensi mengganggu keseimbangan ekosistem perairan. Selain itu akan masuk 
ke dalam proses metabolisme organisme dan mempengaruhi biota yang 
dibudidayakan. Ikan merupakan salah satu hewan non target yang berpotensi 
terpapar oleh adanya pencemaran pestisida yang masuk ke lingkungannya. 
Dampak yang akan terjadi akibat adanya paparan dari pestisida di perairan ini 
akan mempengaruhi kondisi hematologi ikan nila. Ikan nila yang terpapar oleh 
pestisida akan terpengaruh dan dapat mengalami perubahan secara signifikan 
dalam 30 hari (Connel dan Miller, 1995; Madhusudan, 2016). 
Dampak genotoksik yang ditimbulkan oleh paparan pestisida akan 
menyebabkan adanya sejumlah kerusakan kromosom atau terjadinya kesalahan 
fungsi suatu benang spindel yang nantinya akan terekspresi menjadi mikronuklei. 
Paparan pestisida juga dapat mempengaruhi terbentuknya radikal bebas dalam 
tubuh ikan nila (Oreochromis niloticus) yang akan menyerang membran sel. Hal 
ini nantinya menyebabkan terjadinya kerusakan pada sel yang lambat laun akan 
merusak otot dan jaringan tubuh ikan nila (Oreochromis niloticus) dalam jumlah 





















Flavonoid merupakan salah satu kelompok senyawa fenolik yang banyak 
terdapat pada jaringan tanaman. Flavonoid dapat berperan sebagai antioksidan. 
Aktivitas antioksidatif flavonoid bersumber pada kemampuan mendonasikan atom 
hidrogennya. Berbagai hasil penelitian menunjukkan bahwa senyawa golongan 
flavonoid mempunyai aktivitas antioksidan yang kuat dan beragam pada berbagai 
jenis sereal, sayuran dan buah-buahan. Kapasitas penangkapan radikal bebas 
melalui uji DPPH oleh flavonoid adalah sebesar 85.6% of flavonoids dibandingkan 
polifenol 72.2% dan tannin sebesar 70% (Redha (2010); Chaouche et al, 2014). 
 
3.2 Kerangka Konseptual Penelitian 




















Gambar 4. Kerangka Konseptual Penelitian 
Pemberian Flavonoid Rumput 
Laut Coklat 
Sargassum sp. 





































3.3 Kerangka Operasional Penelitian 






















Didapat Dosis LC50 pestisida 
Metomil 
Alkimatisasi 2 hari 








Pestisida Berbahan Aktif Metomil 
Uji LC0-96jam dan LC100-96jam dengan 
konsentrasi sesuai dengan skala 
logaritmik Rand (0,01 ppm, 0,1 
ppm, 0 ppm, 1 ppm, 10 ppm, 100 
ppm) 
(Guthrie and Perry,1980) 
Diinjeksi Flavonoid  
intraperitoneal  
Didapat range dosis pestisida 
metomil sesuai tabel biseksi 
Rand (0 ppm, 3,2 ppm, 4,2 ppm, 
6,5 ppm, 8,7 ppm dan 10 ppm) 
(Guthrie and Perry,1980) 
 
 
Uji DPPH dan IC50 
Rumput Laut Coklat 
(Sargassum sp) 
Dikeringkan dengan cara 







Ekstraksi menggunakan pelarut 
metanol berdasarkan metode 
Daniel (2010) 
KLT & Kromatografi Kolom 
(Eluen untuk flavonoid adalah  




Hematologi :  
Eritrosit, Hemoglobin, 
Hematokrit, Leukosit 



























H0 :  Ada pengaruh paparan letal konsentrasi pestisida berbahan aktif metomil 
terhadap status hematologi, mikronuklei dan histologi ikan nila (Oreochromis 
niloticus) dan ada pengaruh pemberian flavonoid rumput laut coklat 
(Sargassum sp.) terhadap hematologi, mikronuklei dan histologi ikan 
(Oreochromis niloticus) yang terpapar letal konsentrasi pestisida berbahan 
aktif metomil. 
H1 :  Tidak ada pengaruh paparan letal konsentrasi pestisida berbahan aktif 
metomil terhadap status hematologi, mikronuklei dan histologi ikan nila 
(Oreochromis niloticus) dan tidak ada pengaruh pemberian flavonoid laut 
coklat (Sargassum sp.) terhadap hematologi, mikronuklei dan histologi ikan 
(Oreochromis niloticus) yang terpapar letal konsentrasi pestisida berbahan 
aktif metomil. 
 
3.5 Strategi Publikasi 
Publikasi karya ilmiah dalam bentuk artikel jurnal penelitian merupakan salah 
satu tahapan setelah pelaksanaan penelitian. Publikasi menjadi salah satu 
persyaratan dalam kegiatan Pelaksanaan Kurikulum Program Magister Budidaya 
Perairan Fakultas Kelautan dan Perikanan di Universitas Brawijaya. Publikasi 
nantinya haruslah pada Jurnal Nasional terakreditasi dan Jurnal Internasional. 
Adapun hasil penelitian yang didapat nantinya akan dipublikasikan dalam jurnal 
internasional yang dilihat pada Tabel 3. Dibawah: 
 
Tabel 3 Strategi Publikasi 
No Judul Bulan Jurnal 
1 
Assessing the Genotoxic Potentials 
of Methomyl-based Pesticide in 
Tilapia (Oreochromis niloticus) 
Using Micronucleus Assay 
Desember 
2017 























4 Metodologi penelitian 
 
4.1 Pendekatan Penelitian 
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimental. 
Metode eksperimen yaitu mengadakan observasi di bawah kondisi buatan 
(artificial condition), dimana kondisi tersebut diatur oleh peneliti dengan tujuan 
melihat suatu hasil yang menggambarkan hubungan kausal antara variabel-
variabel yang diteliti (Kusriani et al., 2012). 
 
4.2 Prosedur Penelitian 
4.2.1 Pengambilan Sampel Ikan Nila 
Teknik pengambilan sampel pada penelitian ini adalah teknik pengambilan 
acak sederhana yaitu setiap individu spesies ikan nila (Oreochromis niloticus) 
memiliki kesempatan yang sama untuk menjadi sampel penelitian. Ikan nila yang 
diambil yaitu ikan nila hitam yang berukuran 9-12 cm. Pengambilan sampel ikan 
dilakukan dengan mengunakan jaring. Ikan yang didapat selanjutnya, dipelihara di 
laboratorium dengan wadah akuarium dan diberi perlakuan untuk kemudian 
dianalisis pengaruh flavonoid dan pestisida berbahan aktif metomil terhadap 
histologi, hematologi dan mikronuklei ikan nila. 
 
4.2.2 Uji Toksisitas Pestisida Berbahan Aktif Metomil 
Pelaksanaan uji toksisitas diawali dengan tahap pemeliharaan (holding), 
kemudian dilanjutkan dengan aklimasi (acclimation), uji pendahuluan (exploratory 
test) dan uji sesungguhnya (full-scale test). 
a. Pemeliharaan (holding) 
Ikan nila uji dipindahkan dari lingkungan asal di mana ikan didapat ke dalam  





















selama 14 hari. Selama masa holding hewan uji diberi pakan komersil dengan 
frekwensi satu kali sehari. Hewan uji yang mati atau abnormal segera dibuang. 
b. Aklimasi (acclimation) 
Setelah masa holding 14 hari, ikan nila pindahkan ke dalam aquarium 
penelitian yang berukuran 60 x 30 x 25 sentimeter untuk diaklimatisasi agar 
beradaptasi dengan keadaan fisik aquarium penelitian. Masing masing aquarium 
diisi dengan 10 ekor ikan nila dengan ukuran panjang ikan 9-12 sentimeter dan 
diberi aerasi.  
Aklimatisasi dilakukan selama 2 hari sebelum diberi perlakuan. Apabila dalam 
waktu 48 jam lebih dari 3% populasi hewan uji mati, maka populasi ikan nila yang 
akan diberi perlakuan dianggap tidak memenuhi syarat untuk pengujian. Ikan nila 
yang mati diganti dengan ikan nila baru yang diambil dari kolam pemeliharaan  
(Kolam Holding) lalu dikakukan aklimatisasi kembali selama 2 hari. Proses ini 
dilakukan sampai ikan nila uji tidak ada yang mati atau abnormal. 
c. Uji pendahuluan (exploratory test)  
Sebelum dilakukan uji pendahuluan, ikan nila yang telah diaklimatisasi 
kemudian dipuasakan selama 1 hari untuk mendapatkan hasil yang lebih akurat. 
Selama ikan dipuasakan, air aquarium dibersihkan dari sisa pakan atau feses 
dengan cara disifon. Setelah masa dipuasakan, kemudian ikan nila diberi 
perlakuan uji pendahuluan. 
Perlakuan uji pendahuluan dilakukan dengan memasukkan pestisida 
metomil ke dalam masing-masing bejana uji dengan beberapa variasi konsentrasi. 
Uji pendahuluan dilakukan untuk mengetahui kisaran konsentrasi yang tepat untuk 
digunakan dalam uji toksisitas sesungguhnya. Pada uji pendahuluan ini 
konsentrasi yang digunakan adalah 0 mg/lt, 0,001 mg/lt, 0,01 mg/lt, 0,1 mg/lt, 1 






















Selama masa uji pendahuluan, dilakukan pengamatan pola aktivitas hewan 
(meliputi frekuensi pernafasan, pola gerak, dan escape reflex) mulai dari 0 jam 
sampai dengan 96 jam. Penentuan LC50-96 jam dilakukan dengan pendekatan 
analisis probit.  
d. Uji sesungguhnya (full-scale test)  
Berdasarkan nilai LC50-96 jam uji pendahuluan, dilakukan uji toksisitas 
dengan cara yang sama tetapi dengan variasi konsentrasi yang lebih sempit di 
sekitar LC50-96 jam uji pendahuluan dengan berdasarkan pada skala logaritmik 
yang dikemukakan oleh Rand (Guthrie and Perry,1980). Ikan yang digunakan 
dalam uji sesungguhnya adalah ikan baru yang diambil dari kolam holding dan 
telah dilakukan diaklimatisasi dengan aquarium uji. Pada tahap uji sesungguhnya 
ini dilakukan juga pengamatan pola aktivitas hewan uji (meliputi frekuensi 
pernafasan, pola gerak, dan escape reflex) serta pengukuran parameter kualitas 
air uji.pada 0 jam, 24 jam, 48 jam, 72 jam dan 96 jam  
Variasi konsentrasi progresif bahan pencemar pada skala logaritmik yang 
banyak digunakan sebagai acuan dalam dalam uji toksisitas dapat dilihat pada 
tabel 4 dibawah: 
Tabel 4. Variasi konsentrasi progresif bahan pencemar uji toksisitas pada skala 
logaritmik (modifikasi dari Bowman dan Rand, 1980) 
Kolom 1 Kolom 2 Kolom 3 Kolom 4 Kolom 5 
10,0     
    8,7 
   7,5  
    6,5 
  5,6   
   4,2  
   3,7  
 3,2    
   2,4  
    2,1 
  1,8   
   1,35  
    1,15 





















Berdasarkan tabel konsentrasi progresif di atas, dipilih konsentrasi 0 ppm 
(kontrol); 3,2 ppm; 4,2 ppm; 6,5 ppm; 8,7 ppm dan 10 ppm sebagai konsentrasi 
pengujian tingkat toksisitas metomil dan dilakukan sebanyak 3x ulangan. Setelah 
96 jam perlakuan, Ikan pada tiap konsentrasi uji dilakukan pengambilan sampel 
hematologi, mikronuklei dan histologi organ insang. Hasil yang didapat kemudian 
dilakukan analisis probit menggunakan metode Bosvine-Nash (Kastoeni, 1985) 
untuk menduga nilai LC-50 dari pestisida berbahan aktif metomil. 
Dalam uji toksisitas sesungguhnya, dilakukan aerasi pada setiap bejana uji. 
Pemberian aerasi bertujuan agar diperoleh hasil yang lebih akurat karena efek 
yang terjadi betul-betul disebabkan oleh bahan uji (pestisida metomil), bukan 
karena kekurangan oksigen selama masa pengujian. 
 
4.2.3 Pengolahan Rumput Laut Sargassum sp. 
Sebelum dilakukan proses ekstraksi, rumput laut coklat dari jenis Sargassum 
sp. dilakukan beberapa proses yang pertama adalah rumput laut diambil dari lokasi 
budidaya kemudian dilakukan proses pencucian, pengeringan, penggilingan, dan 
ekstraksi. Pemilihan rumput laut yang akan di ekstraksi juga perlu dilakukan. Hal 
ini untuk menghindari adanya pencemaran oleh tumbuhan atau organisme lainnya. 
Dengan kata lain, rumput laut yang akan diektrak haruslah tidak berpenyakit, yaitu 
yang tidak terjangkit virus, bakteri atau jamur. Bukan saja hasil sintetis mikroba 
yang mungkin terdeteksi, tetapi infeksipun mungkin mengubah metabolism 
tumbuhan secara serius dan membentuk hasil yang tidak diharapkan, bahkan 
mungkin dalam jumlah besar. (Harborne, 1987) 
Menurut Meenakshi (2009), rumput laut coklat di cuci dengan menggunakan 
air laut perairan tempat diambilnya rumput laut untuk membersihkannya dari 
kotoran, lumut, lumpur, dan pasir. kemudian dibawa ke laboratorium 





















selanjutnya dikeringkan dengan cara diangin anginkan di tempat yang terhindar 
dari sinar matahari langsung hingga mencapai berat konstan lalu di haluskan 
menggunakan blender. bubuk sampel lalu disimpan dalam lemari es untuk 
mempertahankan mutunya.  
 
4.2.4 Ekstraksi Rumput Laut Coklat (Sargassum sp.) 
Aglikon flavonoid adalah polifenol dan oleh karena itu, flavonoid mempunyai 
sifat kimia senyawa fenol, yaitu bersifat agak asam sehingga dapat larut dalam 
basa. Karena flavonoid merupakan senyawa polar, pada penelitian ini, pelarut 
yang digunakan adalah pelarut polar yaitu metanol (MeOH). Flavonoid merupakan 
senyawa polifenol sehingga bersifat kimia senyawa fenol yaitu agak asam dan 
dapat larut dalam basa, dan karena merupakan senyawa polihidroksi (gugus 
hidroksil) maka juga bersifat polar sehingga dapat larut dalan pelarut polar seperti 
metanol (Markham, 1988). 
Rumput laut kering giling yang telah dipersiapkan sebelumnya, kemudian 
dilakukan ektraksi dengan metode maserasi untuk menghasilkan ekstrak dari 
Sargassum sp. kering dengan menggunakan pelarut metanol. Sargassum sp. 
kering giling dimasukkan ke dalam beaker glass sebanyak 1000 gr bersama 
dengan pelarut hingga terendam. Pelarut yang digunakan adalah metanol. 
Perbandingan bahan dan pelarut 1:2 (w/v). kemudian tutup beaker glass dengan 
rapat dan dibiarkan selama 24 jam dengan di shaker menggunakan shaker digital 
dengan kecepatan 50 rpm.  
Setelah 24 jam, sampel disaring menggunakan kain blacu kemudian 
dilanjutkan penyaringan dengan menggunakan kertas Watmann no.1 (Meenakshi 
et. al, 2009) untuk memisahkan filtrat dan ampasnya. Proses maserasi dilakukan 
berulang kali sampai diperoleh larutan yang bening. Hasil maserasi disaring dan 





















disebut sebagai ekstrak metanol. Extrak yang dihasilkan kemudian diuapkan 
dalam waterbath selama 2 jam. 
 
4.2.5 Uji Fitokimia  
Identifikasi fitokimia dilakukan terhadap ekstrak methanol Piper crocatum 
yang menghasilkan kuantitas total fenol terbaik dengan memakai metode 
Harborne (1996) dengan langkah sebagai berikut:  
1. Uji alkaloid 
2 ml HCL dicampurkan ke dalam 5 ml ekstrak daun Piper crocatum kemudian 
reagen Dragendroff ditambahkan ke dalamnya. Ekstrak positif mengandung 
alkaloid apabila terlihat warna merah atau oranye pada campuran tersebut. 
2. Uji steroid 
Dilarutkan ekstrak daun Piper crocatum sebanyak 1 ml ke dalam 10 ml 
kloroform dan ditambahkan 10 ml asam sulfur. Ekstrak yang positif mengandung 
steroid, jika disinari dengan green fluoroscene maka akan terlihat lapisan asam 
sulfur berwarna kuning dan lapisan atas berwarna merah. 
3. Uji flavonoid 
Ditambahkan beberapa tetes sodium hidroksida ke dalam 1 ml ekstrak daun 
Piper crocatum. Jika ekstrak positif mengandung flavonoid maka setelah ditetesi 
asam maka warna kekuningan pada ekstrak akan hilang. 
4. Uji Tanin 
Ditetesi 1% lead asetat ke dalam 5 ml ekstrak daun Piper crocatum Ekstrak 
positif mengandung tanin jika terbentuk warna kuning di dalamnya. 
5. Uji Terpenoid 
Ditambahkan 2 ml kloroform ke dalam 0.5 g ekstrak Piper crocatum. 





















lapisan berwarna. Ekstrak yang positif mengandung terpenoid akan menunjukkan 
warna merah kecoklatan. 
6. Uji Saponin 
Ditambahkan 5 ml aquades ke dalam tabung reaksi berisi 0.5 gram ekstrak 
daun Piper crocatum kemudian dihomogenkan.Selanjutnya minyak zaitun 
sebanyak 3 tetes ditambahkan ke dalamnya lalu dikocok. Ekstrak positif 
mengandung saponin jika terbentuk emulsi. 
 
4.2.6 Pengukuran Total Flavonoid 
Penentuan total flavonoid ekstrak rumput laut coklat (Sargassum sp.) 
dilakukan untuk mengetahui prosentase kandungan flavonoid total dalam ekstrak 
rumput laut coklat (Sargassum sp) menggunakan metode kolorimetri aluminium 
klorida (AlCl3) dengan pengukuran absorbansi secara spektrofotometri. Metode 
yang digunakan yaitu metode aluminium klorida (AlCl3). Pemilihan metode ini 
didasarkan pada senyawa flavonoid yang akan dianalisis. Chang et al. (2002) 
menjelaskan bahwa prinsip dari metode ini adalah AlCl3 membentuk kompleks 
asam yang stabil dengan C-4 gugus keto, lalu dengan C-3 atau C-5 gugus hidroksil 
dari flavon dan flavonol. Selain itu AlCl3 juga akan membentuk kompleks asam 
yang labil dengan gugus ortodihidroksil pada cincin A atau B dari flavonoid. Dalam 
penelitian ini, pembuatan kurva standar dilakukan dengan menggunakan kuersetin 
sehingga kadar flavonoid total dari ekstrak rumput laut coklat (Sargassum sp.) 
yang didapat pada penelitian ini dinyatakan dalam satuan miligram kuersetin per 
gram ekstrak (mg QE/g ekstrak). 
 
a) Pembuatan Kurva Standar Kuersetin 
Kuersetin 10 mg dilarutkan dalam labu ukur 10 mL dengan pelarut metanol 
hingga tanda (kadar kuersetin menjadi 1mg/mL atau 1000μg/mL). Lalu larutan 





















dengan pelarut metanol hingga tanda (kadar kuersetin menjadi 100μg/ml). Dibuat 
kurva baku dari larutan induk 100μg/ml dengan cara memipet 0,5 ; 1,0 ; 1,5 dan 
2,0 mL, dilarutkan ke dalam 10 mL dengan pelarut etanol (kadar larutan standart 
menjadi 5 ; 10 ; 15 ; dan 20 μg/mL). 
Sebanyak 0,5 mL dari masing-masing konsentrasi larutan direaksikan 
dengan 2 ml akuades dan 0,15 ml NaNO2 5 % kemudian didiamkan selama 6 
menit. Menambahkan sebanyak 0,15 mL AlCl3 10% kedalam larutan, kemudian 
didiamkan kembali selama 6 menit. Larutan direaksikan dengan 2 mL NaOH 4%, 
kemudian diencerkan dengan akuades hingga volume total 5 mL dan didiamkan 
15 menit. Diukur absorbansi larutan standart pada panjang gelombang 510 nm 
dengan spektrofotometer UV-Vis. Kurva standart diperoleh dari hubungan antara 
konsentrasi kuersetin (μg/ml) dengan absorbansi. 
 
b) Absorbansi Ekstrak 
Sebanyak 10 mg ekstrak dilarutkan dalam labu ukur 10 ml dengan pelarut 
metanol hingga tanda (kadar ekstrak menjadi 1mg/mL atau 1000μg/mL). Lalu 
larutan induk 1000μg/mL diambil sebanyak 0,5 mL direaksikan dengan 2 ml 
akuades dan 0,15 ml NaNO2 5 % kemudian didiamkan selama 6 menit. Sebanyak 
0,15 mL AlCl3 10% ditambahkan kedalam larutan, kemudian didiamkan kembali 
selama 6 menit. Larutan direaksikan dengan 2 mL NaOH 4%, kemudian 
diencerkan dengan akuades hingga volume 5 mL dan didiamkan 15 menit. Diukur 
absorbansi larutan pada panjang gelombang 510 nm dengan spektrofotometer 
UV-Vis. 
 
4.2.7 Isolasi Senyawa Bioaktif Flavonoid 
Prinsip dari pemisahan (isolasi) flavonoid ini adalah adanya perbedaan sifat 
fisik dan kimia dari senyawa yaitu kecendrungan dari molekul untuk melarut dalam 





















kecenderungan molekul untuk melekat pada permukaan serbuk labus (adsorpsi, 
penserapan) (Harborne, 1987). 
Isolasi golongan flavonoid dilakukan dengan kromatografi kolom pada fase 
diam berupa silica gel G60 dan fase gerak metanol : etil asetat (1:8, v/v) ±100 ml. 
Silica gel ditimbang ± 20 mg kemudian disuspensikan ke dalam fase gerak metanol 
; etil asetat (1:8, v/v) ±50 ml dan diaduk denga magnetic stirrer selama 1 jam agar 
pada saat silica gel dimasukan ke dalam kolom tidak retak. Pada ujung kran gelas 
kolom (50ml) diisi kapas kemudian kolom dipasang pada statif dan diisi fase gerak 
untuk membasahi kapas. Tahap selanjutnya, kolom diisi fase gerak secara 
perlahan melalui dinding kolom hingga penuh. Kemudian bubur silica gel 
dimasukan ke dalam kolom sampai isi kolom terbentuk sempurna dan silica gel 
dalam kolom mencapai ¾ tinggi kolom. Tahap selanjutnya, pasir laut dimasukkan 
dalam kolom agar pelarut tidak mengenai silica gel dan sebagai penyaring saat 
sampel dimasukan. 
Filtrat pekat rumput laut cklat (Sargassum sp.) yang didapat selanjutnya 
dilarutkan kedalam 0.5 ml metanol ; etil asetat (2 : 8, v/v), kemudian dimasukan ke 
dalam kolom secara perlahan agar tidak merusak silika gel. Kran pada kolom 
dibuka secara perlahan, kemudian larutan pita warna flavonoid ditampung dalam 
tabung reaksi. Tambahkan fase gerak sedikit demi sedikit agar silica gel tidak 
kering. Lakukan isolasi flavonoid berdasarkan prosedur tersebut sampai 
didapatkan jumlah larutan yang diinginkan. Larutan flavonoid kemudian 
diperkatkan dalam nitrogen evaporator pada suhu 40-45 oC sehingga didapatkan 
ekstrak flavonoid kering. Ekstrak flavonoid tersebut kemudian dimasukan kedalam 


























4.2.8 Uji IC50 Flavonoid 
Aktifitas antioksidan dari flavonoid diuji dengan menggunakan stable radical 
chromogen 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazide photometric assay. Aktifitas antioksidan 
diidentifikasi berdasarkan pada kemampuannya dalam menetralisir radikal DPPHi 
dibandingkan dengan antioksidan standar (vitamin C dan Trolox). 1 µl dan 0,5 µl 
larutan DPPH-ethanol dicampurkan dengan 0.25 ml flavonoid. Dalam 10 menit 
setelah proses pencampuran, diukur absorbansi pada 517 nm yang kemudian 
dibandingkan dengan larutan blanko (tanpa flavonoid) menggunakan 
spektrofotometri (Shimadzu UV-1202 UV-Vis spectrophotometer). Aktifitas DPPH 
radical scavenging flavonoid dihitung menggunakan rumus : 
 
DPPH radical scavenging rate (%) = (ABS n ATS)/ ABS x 100% 
 
Dimana ABS adalah absorbansi dari larutan blanko (t = 0 menit) dan ATS 
adalah absorbansi dari larutan sampel yang diuji keberadaan flavonoidnya. Uji IC50 
ini dilakukan sebanyak 3 kali ulangan. 
 
4.2.9 Perlakuan Pemberian Pestisida dan Flavonoid  
Aquarium penelitian yang akan digunakan sebelumnya ditreatment terlebih 
dahulu dengan diberi 5 ml clorin per 50 liter dan dibiarkan selama 3 hari. Hal ini 
bertujuan untuk membersihkan wadah dari penyakit dan kotoran. Kemudian 
ditambahkan 5 ml Na-thiosulfat untuk menghilangkan efek dari pemberian clorin. 
Langkah selanjutnya, ikan nila berukuran 9-12 cm diambil dari kolam holding 
dan dipindahkan ke aquarium penelitian untuk diaklimatisasi selama 2 hari. 
Setelah 2 hari masa aklimatisasi, selanjutnya ikan dipuasakan selama 1 hari. 
Kemudian ikan nila dipapar dengan pestisida metomil dengan konsentrasi sesuai 
dengan LC50 yang didapat dari uji toksisitas sesungguhnya. Setelah 24 jam dan 48 





















mikronuklei dan histologi ikan (Naqvi et al 2016). Setelah pemaparan, ikan lalu 
dipindahkan  ke media baru tanpa pestisida dan berikan senyawa flavonoid sesuai 
dengan konsentrasi IC50. Setelah 24 jam dan 48 jam pasca pemberian senyawa 
flavonoid, diamati parameter hematologi, mikronuklei dan histologi ikan. 
 
4.3 Parameter Hematologi 
4.3.1 Hematologi 
Hewan uji yaitu ikan nila berukuran 9-12 cm sejumlah 40-50% dari populasi 
dipisahkan untuk diambil sampel darahnya, sebelum dilakukan pengambilan darah 
ikan tersebut dipuasakan ±48 jam. Menurut Harikrisnhan et al., (2011), untuk 
menghindari penggumpalan darah saat pengambilan maupun penyimpanan maka 
spuit suntik dan tube darah diberi anti koagulan Na-citrat 3,8%  sebanyak 0,1 ml. 
Setelah ikan pingsan, pengambilan darah dilakukan pada pangkal ekor (antara 
sirip ekor dengan gurat sisi) menggunakan spuit suntik ukuran 1 ml dengan ujung 
jarum mengarah pada bagian bawah tulang punggung dengan kemiringan 
dibawah 45oC. Darah yang telah diambil dimasukkan pada tube darah dan 
disimpan di lemari pendingin. Sampel selanjutnya dilakukan pengukuran total 
eritrosit (TE), kadar hemoglobin (Hb), kadar hematokrit (Hc) dan total leukosit (TL). 
 
4.3.2 Pengukuran total eritrosit (TE) 
Prosedur pengukuran total eritrosit (TE) dilakukan berdasarkan Blaxhall dan 
Daisley (1973). Sampel darah diambil menggunakan pipet thoma eritrosit sampai 
skala 1, selanjutnya darah dilakukan pengenceran dengan larutan HAYEM sampai 
skala 101 untuk melisiskan sel leukosit dan trombosit sehingga memberikan 
kemudahan dalam perhitungan jumlah sel eritrosit. Setelah penambahan larutan 
HAYEM, selanjutnya dilakukan pengadukan dengan menggoyangkan pipet yang 





















Tetesan pertama dibuang dan tetesan berikutnya diteteskan pada 
hemositometer lalu ditutup dengan cover glassdan diamati menggunakan 
mikroskop dengan pembesaran 400x. Penghitungan TE dilakukan pada lima kotak 
kecil pada hemositometer dengan persamaan sebagai berikut : 
TE = ∑ eritrosit x 1/(volume kotak) x faktor pengenceran 
 
4.3.3 Pengukuran Kadar Hemoglobin (Hb) 
Pengukuran kadar Hb dilakukan berdasarkan metode Sahli dengan 
menggunakan sahlinometer (Wedemeyer dan Yasutake 1977). Sampel darah 
dihisap menggunakan pipet Sahli hingga skala 20 mm3 atau 0,2 ml, selanjutnya 
dimasukkan ke dalam tabung Hb-meter yang telah diisi dengan HCl 0,1 N sampai 
skala 10 (merah), lalu dilakukan pengadukan dan didiamkan selama 3–5 menit. 
Setelah itu, akuades dimasukkan ke dalam tabung Hb-meter hingga terjadi 
perubahan warna seperti larutan standar pada Hb-meter. Skala dibaca dengan 
melihat permukaan cairan dan dicocokkan dengan skala tabung Sahli yang dilihat 
pada skala jalur % (kuning) yang berarti banyaknya Hb per 100 ml darah. 
 
4.3.4 Pengukuran Kadar Hematokrit (Hc) 
Pengukuran Kadar Hc dilakukan dengan cara mengambil sampel darah 
menggunakan tabung mikrohematokrit kemudian disentrifus dengan kecepatan 
5000 rpm selama 5 menit. Kadar hematokrit dalam sampel diketahui dengan 
membandingkan panjang sel darah yang mengendap dengan panjang total 
volume darah pada tabung mikrohematokrit (Anderson & Siwicki 1995) : 


























4.3.5 Pengukuran Total Leukosit (TL) 
Prosedur pengukuran TL dilakukan menurut Blaxhall dan Daisley (1973). 
Sampel darah diambil menggunakan pipet yang berisi bulir berwarna putih sampai 
skala 0,5, kemudian ditambahkan larutan Turk sampai skala 11, lalu dilakukan 
pengadukan dengan menggoyangkan pipet selama 3–5 menit hingga darah dan 
larutan Turk’s tercampur rata. Tetesan pertama dibuang dan tetesan berikutnya 
diteteskan pada hemositometer, kemudian ditutup dengan gelas penutup dan 
diamati di bawah mikroskop dengan pembesaran 400x. Penghitungan TL 
dilakukan pada empat kotak besar dalam hemositometer menggunakan 
persamaan sebagai berikut: 
TL = ∑ leukosit x 1/(volume kotak) x faktor pengenceran 
 
4.4 Parameter Histologi Ikan Nila 
Prosedur pengamatan histologi ikan nila uji dilakukan dengan cara 
membedah ikan untuk mengambil organ insang dan ginjal ikan. Sampel organ ikan 
kemudian dimasukkan ke dalam botol sampel yang sudah berisi formalin 10% 
untuk menjaga supaya organ insang tidak rusak.  
 
4.4.1 Prosedur Pembuatan Preparat Histologi 
Pengambilan organ insang ikan dilakukan dengan cara membedah 
operkulum ikan kemudian insang diambil dan diawetkan menggunakan formalin 
10%. Pembuatan preparat histologi dapat dilakukan dengan cara dengan metode 
parafin yaitu dan pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE). Preparat yang dihasilkan 
didokumentasikan kemudian diamati secara visual untuk melihat kerusakan 






















Tahapan pembuatan preparat histologi pertama tama organ insang difiksasi 
dengan larutan bouin’s selama 24 jam. Lalu dilakukan proses dehidrasi dengan 
cara direndam pada alkohol 70 selama ± 24 jam dan selanjutnya direndam dalam 
alkohol 80%, 95%, 100%, xylol + alkohol (3:1), xylol + alkohol (1:1), xylol masing-
masing selama ± 30 menit. Kemudian dilakukan tahap parafinasi dengan 
merendam jaringan menggunakan paraffin xylol, paraffin I, paraffin II, paraffin III 
dalam oven berushu 50-60 oC selama 30 menit. Selanjutnya jaringan insang 
tersebut dilakukan embedding atau pegeblokan dengan cara memasukan jaringan 
dalam cetakan berisi paraffin cair. Jaringan insang kemudian didinginkan hingga 
mengeras dalam suhu kamar selama ± 24 jam. 
Setelah proses parafinasi, selanjutnya dilakukan tahap deparafinasi dengan 
cara memotong  blok paraffin yang berisi jaringan menggunkan microtome dengan 
ketebalan 5 mikron. Jaringan yang dipotong diletakan di air hangat untuk 
mencegah hasil pemotongan melengkung selanjutnya diletakan di atas gelas 
objek dan dikeringkan sampai jaringan menempel sempurna pada permukaan 
gelas objek. Preparat potongan jaringan kemudian dicelupkan secara berturut-
turut pada larutan xylol, alkohol 100%, 95%, 80% dan 70% masing-masing selama 
± 5 menit lalu dicelupkan di dalam akuades selama 5 menit untuk selanjutnya 
dilakukan tahap pewarnaan. Pada tahap pewarnaan, preparat potongan jaringan 
dicelupkan dalam pewarna haemotoksilin selama 5 -10 menit kemudian di bilas 
dengan air mengalir. Preparat potongan jaringan kemudian dicelupkan ke dalam 
eosin selama 5-10 menit lalu dibilas dengan air mengalir 
Selanjutnya, preparat dilakukan tahap dehidrasi dengan mencelupkan 
kembali preparat potongan jaringan dicelupkan pada larutan etanol 70%, 80%, 
95% dan 100% selama 3-5 menit secara berturut-turut dan dilanjutkan dengan 
alkohol absolute selama 3 menit. Preparat potongan jaringan selanjutnya 





















Kemudian, dilanjutkan pada tahap mounting dengan mengelem preparat 
menggunakan DPX mounting medium. Kemudian ditutup dengan cover glass dan 
dihindari adanya gelembung. Preparat dibiarkan dalam suhu ruang sampai lem 
mengering kemudian diamati di bawah mikroskop. Dengan pewarnaan W, inti yang 
bersifat asam akan berwarna ungu tua oleh haematoksilin yang bersifat netral, 
sedangkan sitoplasma yang bersifat basa akan berwarna merah oleh eosin yang 
bersifat asam. 
 
4.5 Uji Mikronukleus pada sel darah ikan 
Sampel darah perifer diperoleh dari vena kaudal dari sampel ikan dan 
dioleskan pada slide yang bersih. Setelah difiksasi dalam etanol murni selama 20 
menit, slide dibiarkan kering udara dan kemudian dilanjutkan dengan pewarnaan 
Giemsa 10% selama 25 menit. Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop 
“Olympus CX21”.  
Lima slide yang telah dibuat dari masing-masing sampel ikan diambil 1.000 
eritrosit lalu dilakukan scoring dari setiap slide melalui pengamatan dibawah 
mikroskop dengan perbesaran 1000X untuk menentukan frekuensi inti berlekuk, 
inti lobed, pemula, memecah-belah dan juga sel mikronukleus, yang nantinya 
dihitung sebagai sel per 1000 (‰) (Guner, 2011). Diamati tiap sel dan dihitung 
frekuensi mikronukleus dengan menggunakan rumus dari Betancur et. al (2009) 
sebagai berikut: 
Frekuensi mikronukleus = 
mikronukleus x (1000)
Total sel yang dihitung
 
 
4.6 Parameter Penunjang 
Pengukuran parameter kualitas air bertujuan sebagai penunjang agar data 
yang didapat nantinya benar benar akurat. Parameter fisika kimia air yang diamati 





















4.6.1 Suhu  
Pengukuran suhu menggunakan termometer berdasarkan SNI 06-6989.23-
2005 yaitu dengan cara mencelupkan langsung termometer pada media air 
pemeliharaan ikan nila uji dan biarkan 2 menit sampai dengan 5 menit sampai 
termometer menunjukkan nilai yang stabil kemudian catat pembacaan skala 
termometer (dalam OC) tanpa mengangkat lebih dahulu termometer dari air.  
 
4.6.2 Derajat Keasaman air (pH) 
Pengukuran derajat keasaman air dilakukan dengan menggukan pH meter 
berdasarkan SNI 06-6989.11-2004. Lakukan kalibrasi alat pH-meter dengan 
larutan penyangga sesuai instruksi kerja alat setiap kali akan melakukan 
pengukuran dengan cara keringkan pH meter dengan menggunakan kertas tisu 
selanjutnya bilas elektroda dengan air suling. Bilas elektroda dengan contoh uji. 
Celupkan elektroda ke dalam contoh uji sampai pH meter menunjukkan 
pembacaan yang tetap. Catat hasil pembacaan skala atau angka pada tampilan 
dari pH meter. 
 
4.6.3 Oksigen terlarut (DO) 
Pengukuran oksigen terlarut dilakukan secara in situ dengan menggunakan 
DO meter. DO meter terlebih dahulu dikalibrasi dengan aquades kemudian air 
sampel diambil menggunakan wadah. Masukkan DO meter sampai batas yang 
telah ditentukan. Biarkan beberapa saat kemudian angkat dan baca nilainya. 
 
4.6.4 Total Amonia Nitrogen (TAN) 
Untuk mengetahui konsentrasi total ammonia nitrogen dalam air media 
pemeliharaan ikan nila yang diuji, dilakukan metode pengecekan dengan 
menggunakan prinsip spektrofotomerik yang dilakukan di labortorium. Supaya 





















disaring harus direaksikan terlebih dahulu dengan 0.5 ml senyawa fenol dan 0.5 
ml sodium nitroprusid kemudian dihomogenkan, lalu direaksikan kembali dengan 
oxidizing reagent sebanyak 1 ml dan dihomogenkan kembali. Setelah itu, tabung 
reaksi yang digunakan untuk melakukan reaksi tersebut ditutup rapat dan 
didiamkan selama satu jam. Lalu absorbansi warna air contoh (biru) diukur dengan 
spektrofotometer pada panjang gelombang 640 nm. Warna biru yang ditimbulkan 
merupakan akibat terbentuknya senyawa indofenol. Kemudian absorbansi air 
contoh disesuaikan dengan absorbansi akuades (blanko) dan konstanta 
perhitungan Stirling et al., (1985). 
 
[𝑻𝑨𝑵]𝒑𝒑𝒎 
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4.7 Rancangan percobaan 
Analisa data yang digunakan dalam penelitian inti adalah Rancangan Acak 
Lengkap (RAL) sederhana dengan 4 perlakuan dosis flavonoid berbeda dan 
dilakukan sebanyak 3 kali ulangan. Menurut Sastrosupadi (2000) rancangan ini 
digunakan apabila dalam sebuah percobaan mempunyai media atau tempat 
percobaan yang seragam atau homogeny. Model Rancangan Acak Lengkap (RAL) 
dapat dilihat pada tabel 5 sebagai berikut: 
          Yij = µ + ז I + ∑ i j  
            I  = 1,2,…t  
             J = 1,2,….r  
Keterangan :   
Yij  = Respon atau nilai pengamatan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j  
µ  = Nilai tengah umum  
  I = Pengaruh perlakuan ke-i ז





















t = Perlakuan 
r   = Ulangan 








1 2 3 
A 0 A1 A2 A3 AT AR 
B 1/3 IC50 B1 B2 B3 BT BR 
C 2/3 IC50 C1 C2 C3 CT CR 
D 3/3 IC50 D1 D2 D3 DT DR 
Langkah selanjutnya ialah membandingkan antara F hitung dengan F tabel :  
• Jika F hitung < F tabel 5%, maka perlakuan tidak berbeda nyata.  
• Jika F hitung > F tabel 1%, maka perlakuan menyebabkan hasil sangat 
bebeda nyata.  
• Jika F tabel 5% < F hitung < F tabel 1 %, maka perlakuan menyebabkan hasil 
berbeda nyata.  
Apabila dari hasil perhitungan didapatkan perbedaan yang nyata (F hitung > F 
tabel 5 %) maka dilanjutkan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) untuk menentukan yang 
terbaik.  
 
4.8 Variabel penelitian 
Variabel-variabel yang diteliti terdiri dari variabel bebas dan variabel terikat., 
yaitu Variabel bebas meliputi adalah Dosis Flavonoid rumput laut coklat 
(Sargassum sp.) yang terdiri dari : A = Dosis Flavonoid 0; B = Dosis Flavonoid 1; 
C = Dosis Flavonoid 2; D = Dosis Flavonoid 3. Sedangkan Variabel terikat yaitu 
meliputi hematologi mikronuklei dan histologi ikan. 
 
4.9 Analisis Data  
Analisis data pada penelitian ini menggunakan analisis satu arah yang 
disebut One Way Anova. Analisis ini dilakukan untuk mendapatkan informasi 





















sidik ragam diketahui bahwa perlakuan pada penelitian ini menunjukkan hasil yang 
berbeda nyata atau sangat nyata maka dilakukan uji lanjutan yang disebut Uji BNT. 
Hal ini dilakukan untuk menentukan perlakuan mana yang memberikan respon 
beda nyata sehingga dapat dilanjutkan dengan regresi dan korelasi.  
 
4.10 Jadwal Rencana Penelitian 
Rencana penelitian akan dilakukan di Laboratorium Budidaya ikan divisi 
Parasit dan Penyakit Ikan Universitas Brawijaya, divisi Reproduksi Ikan Fakultas 
Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya, pada bulan Mei – September 
2017. Jadwal rencana penelitian disajikan dalam tabel 7 sebagai berikut : 
Table 6. Jadwal Rencana Penelitian 
No Kegiatan 
Mei Juni Juli Agustus September 




                    
2 Persiapan                     
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5 HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
5.1 Uji Toksisitas 
Uji toksisitas pestisida berbahan aktif metomil dilakukan melalui dua tahap. 
Tahap pertama adalah uji penentuan kisaran (range finding test). Kisaran 
konsentrasi yang didapat selanjutnya digunakan untuk uji definitif untuk 
menentukan LC50 dari pestisida berbahan aktif metomil terhadap ikan nila 
(Oreochromis niloticus) sebagai ikan uji. 
 
5.1.1 Uji Penentuan Kisaran (range finding test) 
Uji ini dilakukan untuk mengetahui konsentrasi ambang batas atas (N) dan 
konsentrasi ambang batas bawah (n) dari pestisida berbahan aktif metomil 
terhadap hewan uji ikan nila (Oreochromis niloticus). Tahap ini dilakukan selama 
96 jam dengan melihat tingkat mortalitas ikan nila uji. Konsentrasi yang dipakai 
dalam pengujian toksisitas menggunkan konsentrasi berdasarkan (Guthrie and 
Perry,1980). 
Berdasarkan uji toksisitas pendahuluan, tingkat mortalitas ikan pada 
konsentrasi percobaan dapat dilihat pada grafik : 
 
Gambar 6 grafik mortalitas ikan selama uji penentuan kisaran 
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Hasil pengamatan pada uji penentuan kisaran ambang atas dan ambang 
bawah konsentrasi metomil terhadap ikan nila selama 96 jam menunjukkan 
mortalitas 100% terjadi pada konsentrasi perlakuan ≥10 ppm, pada konsentrasi 1 
ppm hewan uji mengalami mortalitas 20%, sedangkan pada konsentrasi ≤0,1 ppm 
tidak terjadi mortalitas pada ikan nila uji. Berdasarkan data tersebut, konsentrasi 
0,1 ppm digunakan sebagai kisaran ambang bawah konsentrasi metomil dan 
konsentrasi 10 ppm digunakan sebagai kisaran ambang atas.  
Kisaran ambang atas dan ambang bawah selanjutnya digunakan untuk uji 
toksisitas sesungguhnya dalam menentukan konsentrasi yang mampu mematikan 
50% populasi ikan uji (LC50) dari pestisida berbahan aktif metomil. Berdasarkan 
kisaran tersebut, ditentukan variasi konsentrasi progresif pestisida metomil untuk 
uji definitif (penentuan LC50).  
 
5.1.2 Uji Definitif (LC50) 
Uji definitif dilakukan untuk menentukan konsentrasi pestisida berbahan aktif 
metomil yang mampu menyebabkan mortalitas 50% dari ikan nila uji (LC50). Dari 
kisaran ambang atas dan ambang bawah konsentrasi metomil terhadap ikan nila 
yang didapat melalui uji penentuan kisaran selanjutnya ditentukan variasi 
konsentrasi untuk uji definitif berdasarkan skala logaritmik modifikasi dari Bowman 
dan Rand, (1980) yaitu 0 ppm; 3,2 ppm; 4,2 ppm; 6,5 ppm; 8,7 ppm dan 10 ppm. 
 
Gambar 7. grafik mortalitas ikan selama uji definitif 


















































































Hasil dari uji definitif pada gambar 7 menjelaskan bahwa pada perlakuan 
pemaparan pestisida metomil dengan konsentrasi 0 ppm tidak terjadi mortalitas 
baik pada jam ke-0 hingga pada jam ke-96. Pada konsentrasi 3,2 ppm diketahui 
mortalitas mulai terjadi setelah pemaparan selama 6 jam sebanyak 1 ekor dan total 
kematian ikan selama pemaparan 96 jam adalah 3 ekor. Pada konsentrasi 4,2 ppm 
diketahui kematian ikan mulai terjadi setelah pemaparan selama 4 jam sebanyak 
1 ekor dan total kematian selama pemaparan 96 jam adalah 6 ekor. Pada 
konsentrasi 6,5 ppm diketahui kematian ikan mulai terjadi setelah pemaparan 
selama 4 jam sebanyak 1 ekor dan total kematian selama pemaparan 96 jam 
adalah 7 ekor. Pada konsentrasi 8,7 ppm diketahui kematian ikan mulai terjadi 
setelah pemaparan selama 2 jam sebanyak 1 ekor dan total kematian selama 
pemaparan 96 jam adalah 8 ekor. Pada konsentrasi 10 ppm diketahui kematian 
ikan mulai terjadi setelah pemaparan selama 2 jam sebanyak 1 ekor dan total 
kematian selama pemaparan 96 jam adalah 10 ekor. 
Selama waktu pemaparan 96 jam, kematian tertendah terjadi pada dosis 3.2 
ppm (3 ekor) dan kematian tertinggi terjadi pada dosis 10 ppm (10 ekor). 
Sedangkan pada masing masing dosis (3,2; 4,2; 6,5; 8,7; dan 10 ppm), kematian 
terendah terjadi pada awal pemaparan (1 jam pemaparan) dan kematian tertinggi 
terjadi pada akhir masa pemaparan (96 jam pemaparan). Hal tersebut 
menunjukkan bahwa toksisitas pestisida berbahan aktif metomil terhadap ikan nila 
semakin tinggi dengan bertambahnya dosis dan waktu pemaparan. Menurut 
Connell et al (2016), suatu zat kimia akan semakin tinggi tingkat toksisitasnya 
terhadap organisme seiring meningkatnya dosis dan waktu pemaparan. 
Berdasarkan analisis probit, diperoleh nilai LC50 96 jam dari pestisida 
berbahan aktif metomil terhadap ikan nila (Oreochromis niloticus) berada pada 
konsentrasi 3,06 ppm. Nilai LC50 ini selanjutnya digunakan sebagai konsentrasi 





















(Sargassum sp.) terhadap parameter hematologi, mikronuklei dan histologi pada 
ikan nila (Oreochromis niloticus). 
 
5.2 Ekstraksi Rumput Laut Coklat (Sargassum sp.) 
Rumput laut coklat (Sargassum sp.) setengah kering yang didapat dari 
petani sebanyak masing masing 1000 gram (berat kotor) dilakukan pencucian 
menggunakan air tawar. Proses pencucian juga dilakukan pemisahan dari 
komponen lain seperti batu kecil, lumpur, alga jenis lain dan lain sebagainya. 
Kemudian dilakukan proses pengeringan dengan metode dry shade. Setelah 2x24 
jam didapat berat kering sebagai berikut : 
 









Berdasarkan hasil di atas, dari 1000 gram (berat kotor) rumput laut setengah 
kering, setelah dilakukan pencucian dan sortasi dari tanaman lain, batu, lumpur 
dan lain lain, didapat rumput laut coklat (Sargassum sp.) dengan berat kering 
(berat bersih) pada ulangan 1 adalah 810 gram, pada ulangan 2 adalah 740 gram 
dan pada ulangan 3 adalah 790 gram. Rata rata berat kering (berat bersih) yang 
didapat dari 1000 gram sargassum adalah 780 gram. Menurut Harborne (1987), 
pencucian ini dilakukan agar rumput laut yang akan diektrak adalah rumput 
laut yang kualitasnya bagus yaitu tidak berpenyakit, tidak terjangkit virus, 
bakteri, jamur sehingga nantinya didapat ekstrak rumput laut yang tidak 





















Rumput laut kering kemudian dilakukan penggilingan dan proses ekstraksi. 
Ekstraksi rumput laut coklat (sargassum sp.) dilakukan dengan menggunakan 
metode modifikasi dari Corpuz et al (2012). Proses ekstraksi dilakukan dengan 
metode maserasi dengan masa perendaman selama 24 jam. Sedangkan pelarut 
yang digunakan adalah methanol (polar) dengan perbandingan pelarut dan bahan 
sargassum kering adalah 100gr : 500ml (1:5 b/v). Simplisia yang didapat 
selanjutnya dievaporasi menggunakan RV 10 digital rotary evaporator (suhu 500C 
dan kecepatan 80 rpm) hingga dihasilkan ekstrak kasar berupa pasta. 
       
a           b 
Gambar 8 Ekstrak Sargassum sp.; (a) Ekstrak methanol; (b). ekstrak 
methanol pekat 
 
Ekstrak methanol dari rumput laut coklat (Sargassum sp.) yang dihasilkan 
berwarna hijau pekat (gambar 6a). Setelah dilakukan proses evaporasi dihasilkan 
ekstrak methanol pekat (gambar 6b). Perhitungan rendemen (lampiran) didapat 
berat rendemen sebagai berikut : 






1 8,83 9% 
2 7,22 7,22 % 






















Nilai rendemen yang didapat pada ulangan 1 sebesar 8,83 gram (9%), pada 
ulangan 2 sebesar 7,22 gram (7,22%), pada ulangan 3 sebesar 8,09 gram (8,09%). 
Warna dari ekstrak methanol pekat tidak berbeda dengan ekstrak methanol. 
Warna hijau pekat ini merupakan kombinasi dari berbagai pigmen dan berbagai 
senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak rumput laut coklat (Sargassum sp.). 
Menurut Ridwan et al (2017), Ekstrak rumput laut coklat (Sargassum sp) 
mengandung pigmen Pheophtin yang merupakan pigmen klorofil yang 
memberikan warna hijau pada rumput laut coklat (Sargassum sp.). Dalam studi  
yang dilakukan oleh Tanaka et al (2008), pigmen yang banyak terkandung dalam 
tumbuhan hijau selain klorofil adalah sejumlah besar golongan pigmen flavonoid. 
 
5.3 Uji Fitokimia Ekstrak Rumput Laut Coklat (Sargassum sp.) 
Uji fitokimia ekstrak rumput laut coklat (Sargassum sp.) dilakukan dengan 
menggunakan metode Harborne (1996) yang meliputi alkaloid, steroid, flavonoid, 
tanin, terpenoid dan saponin. hasil Analisa uji fitokimia ekstrak rumput laut coklat 
(Sargassum sp) dapat dilihat pada tabel dibawah  
Table 9 Analisa uji fitokimia ekstrak rumput laut coklat (Sargassum sp) 
Uji fitokimia hasil Standar (warna) 
Flavonoid + Perubahan warna larutan menjadi 
merah/merah muda 
Tannin + Perubahan hijau menjadi kehitaman 
Alkaloid 
- Pereaksi meyer 





Terbentk endapan berwarna kuning 
Terbentuk endapan berwarna jingga 
Saponin - Terbentuk busa 
Terpenoid + Perubahan warna menjadi kecoklatan 
Steroid + Perubahan warna larutan menjadi 
hijau/biru 
Keterangan : (+) Mengandung; (-) Tidak Mengandung 
 
Uji fitokimia pada tanaman merupakan hal yang penting untuk dilakukan. 
Menurut  Batra dan Sharma, (2012), hal ini bertujuan untuk menentukan total 





















coklat (Sargassum sp.). Hasil uji fitokimia terhadap ekstrak metanol pekat rumput 
laut coklat (Sargassum sp) positif mengandung senyawa seperti flavonoid, 
terpenoid, alkaloid saponin namun negative mengandung alkaloid. Menurut 
emrizal et al, (2014), Senyawa flavonoid merupakan senyawa polifenol yang 
artinya senyawa ini memiliki komponen fenolik. Hagerman (2002) menambahkan 
bahwa flavonoid mempunyai 15 atom karbon, terdiri dari dua cincin bezena yang 
dihubungkan menjadi satu oleh rantai linier yang terdiri dari tiga atom karbon. 
Menurut Tanaka et al (2008) kandungan flavonoid dalam tanaman terbentuk 
di dalam sitosol dan terpusat dalam vakuola. Pada tanaman sendiri, Das (1994) 
mengemukakan bahwa flavonoid berperan dalam reaksi terang selama proses 
fotosintesis dimana senyawa ini mengkatalisasi transport electron. Aktifitas 
biologis yang kuat dari flavonoid menurut Nakamura et. al (2010) membuat 
senyawa ini dapat dijadikan sebagai antibakteri, antivirus, anti inflamasi, anti alergi, 
antioksidan and memiliki aktifitas vasodilatori.  
 
5.4 Kadar Total Senyawa Flavonoid Rumput Laut Coklat (Sargassum sp.). 
Ekstrak rumput laut coklat (Sargassum sp.) selanjunya dilakukan uji kadar 
total senyawa flavonoid. Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui kadar total 
senyawa flavonoid dalam ekstrak rumput laut coklat (Sargassum sp.). Kadar 
flavonoid rumput laut coklat (Sargassum sp.)  dengan metode AlCl3 pada penelitian 
ini dapat dilihat pada tabel 9 dibawah 
 

















1 0.257 34.016 0.01 0.05 2.0 6.8032 
2 0.281 37.856 0.01 0.05 2.0 7.5712 
3 0.276 37.056 0.01 0.05 2.0 7.4112 





















Hasil penelitian penentuan kadar flavonoid total pada rumput laut coklat 
(Sargassum sp.) pada tabel 9 menunjukan ekstrak simplisia rumput laut coklat 
(Sargassum sp.) mengandung senyawa flavonoid total dengan rata rata senilai 
36.309 mg/l (7.2619 mg QE/L). menurut Chaouche et al (2014) kadar total 
flavonoid yang terkandung dalam rumput laut coklat (Sargassum oleifolium) 
dengan metode yang sama adalah 7.15 mg QE/L. Kadar total flavonoid pada 
penelitian ini lebih tinggi dari literatur. Hal ini diduga karena adanya perbedaan 
spesies rumput laut yang dianalisa. 
 
5.5 Uji Aktifitas Antioksidan 
Aktivitas antioksidan dari lavonoid rumput laut coklat (Sargassum sp.) ini 
dinyatakan dalam persentase inhibisinya terhadap radikal DPPH. Persentase 
inhibisi ini didapatkan dari perbedaan serapan antara absorban DPPH dengan 
absorban sampel yang diukur dengan spektrofotometer UV-Vis. Besarnya aktivitas 
antioksidan ditandai dengan nilai IC50, yaitu konsentrasi larutan sampel yang 
dibutuhkan untuk menghambat 50% radikal bebas DPPH. Aktifitas antioksidan 




Gambar 9 Aktifitas antioksidan rumput laut coklat (Sargassum sp.) 

















































Berdasarkan gambar 9 di atas, dapat dilihat bahwa semakin tinggi 
konsentrasi flavonoid yang diberikan, maka semakin kuat aktifitas antioksidannya. 
Menurut Majewska et al (2011), semakin tinggi presentase flavonoid dalam suatu 
bahan, maka akan semakin kuat aktifitas antioksidannya. Berdasarkan persamaan 
linier yang didapat dari grafik uji aktifitas antioksidan rumput laut coklat 
(Sargassum sp.), didapat nilai IC50 didapat sebesar 8,67 (µg/ml). 
 
5.6 Parameter Hematologi Ikan Nila (Oreochromis niloticus) 
Parameter darah merupakan suatu indikator adanya perubahan kondisi 
kesehatan ikan, baik karena faktor infeksi (mikroorganisme) maupun karena faktor 
non infeksi oleh lingkungan, genetik dan nutrisi. Parameter darah yang diamati 
pada penelitian ini antara lain adalah eritrosit yang berperan dalam transport 
oksigen dan nutrisi dalam tubuh ikan (Roberts 1978); hemoglobin sebagai 
transport oksigen (Lagler et al. 1977); Hematokrit yang merupakan perbandingan 
sel darah merah dan plasma darah (Wells et al. 2005); dan Leukosit berperan 
dalam sistem kekebalan tubuh untuk mempertahankan tubuh terhadap penyakit 
dan material asing yang masuk dalam tubuh (Gupta et al. 2013). 
 
5.6.1 Eritrosit 
Setelah ikan nila dipapar pestisida berbahan aktif metomil dengan dosis 
LC50 selama 96 jam, didapat nilai eritrosit adalah 9.60x105± 0.05 sel/ml dan pada 
ikan nila tanpa perlakuan perstisida dan pemberian flavonoid adalah 
30.60x105±1.53 sel/ml. penurunan jumlah eritrosit ini dapat disebabkan karena 
adanya radikal bebas yang diakibatkan oleh paparan bahan toksik seperti 
pestisida metomil. Radikal bebas dalam tubuh ikan nila kemungkinan menyerang 
sel eritrosit sehingga menyebabkan ketidak seimbangan antara jumlah sel yang 
terdapat dalam sirkulasi darah dengan jumlah sel eritrosit yang disintesis pada 





















menyebabkan berbagai kerusakan pada jaringan yang nantinya akan 
menimbulkan pelepasan protein heme dimana protein ini akan bereaksi dengan 
peroksidase dan melepaskan ion Fe++. Yosmaniar (2009) menambahkan bahwa 
dengan adanya ion tersebut akan terjadi reaksi fenton dan menghasilkan radikal 
bebas (OH) dimana sifat radikal bebas ini sangat reaktif mengambil ion ion di 
sekitarnya yang pada akhirnya dapat berakibat rusaknya membran sel yang parah 
dan membahayakan kehidupan sel. Bastami et al (2009) menambahkan, 
penurunan total eritrosit dalam tubuh akan mengakibatkan berkurangnya suplai 
nutrisi ke dalam sel, jaringan dan organ akan sehingga proses metabolisme dalam 
tubuh akan terhambat. 
 
Gambar  10. Grafik kadar eritrosit pada ikan nila (Oreochromis niloticus) 
 
Ikan yang telah terpapar oleh pestisida berbahan aktif metomil dosis LC50 
selama 96 jam kemudian dipindahkan kedalam aquarium yang berisi air baru 
tanpa pemberian pestisida. Ikan lalu diinjeksi dengan flavonoid. Setelah masa 
pemeliharaan 96 jam, nilai rata rata eritrosit pada perlakuan dosis control (-) adalah 
10.33x105 ±0.55 sel/ml, pada perlakuan dosis b adalah 11.66x105±0.20 sel/ml, 
pada perlakuan dosis b adalah 15.30x105±1.58 sel/ml, dan pada perlakuan dosis 
c adalah 26.96x105±1.75 sel/ml.  









































Hasil analisis statistik pada lampiran menunjukkan bahwa pengaruh lanjut 
pemberian flavonoid mampu secara nyata meningkatkan kadar eritrosit pada 
darah ikan nila uji seiring dengan meningkatnya dosis pemberian (p<0.05). 
Menurut Sundaryono (2011) dalam penelitiannya menjelaskan bahwa flavonoid 
merupakan senyawa polifenol yang berperan sebagai antioksidan yang di dalam 
sel darah dapat bertindak sebagai penampung radikal bebas dan superoksida 
sehingga melindungi lipid membrane sel, mencegah kerusakan sel darah dan 




Pada ikan nila tanpa perlakuan didapat kadar hematokrit pada darah adalah 
30.6%±1.53. Setelah ikan dipapar pestisida berbahan aktif metomil dengan dosis 
LC50 selama 96 jam, didapat nilai hematokrit adalah 16% ± 1.00. penelitian yang 
dilakukan Wells et al (2005) menjelaskan bahwa hematokrit merupakan 
perbandingan antara sel darah merah dan plasma darah. Pada penelitian ini, ikan 
uji mengalami penurunan kadar hematokrit setelah 96 jam dipapar oleh pestisida 
berbahan aktif metomil dengan dosis LC50. 
Penurunan kadar hematokrit pada ikan hingga dibawah kisaran normal 
dapat mengindikasikan bahwa ikan yang tepapar pestisida metomil mengalami 
defisiensi eritrosit sekaligus menunjukkan bahwa ikan sedang mengalami anemia. 
Menurut penelitian Bond (1979), nilai hematokrit ikan teleostei yang normal 
berkisar antara 20 – 30%. Nabib dan Pasaribu (1989) menjelaskan bahwa ikan 
yang memiliki nilai hematokrit dibawah 30% menunjukkan bahwa ikan tersebut 
mengalami defisiensi eritrosit. Sedangkan Galaugher et al (1995) menyatakan 
























Gambar 11. Grafik kadar hematokrit pada ikan nila (Oreochromis niloticus) 
 
Ikan yang telah terpapar oleh pestisida berbahan aktif metomil dosis LC50 
selama 96 jam kemudian dipindahkan kedalam aquarium yang berisi air baru 
tanpa pemberian pestisida. Ikan lalu diinjeksi dengan flavonoid. Setelah masa 
pemeliharaan 96 jam, nilai rata rata hemaokrit pada perlakuan dosis control (-) 
adalah 18% ±1.00, pada perlakuan dosis b adalah 19% ±1.00, pada perlakuan 
dosis b adalah 19.667%±1.52, pada perlakuan dosis c adalah 20.667%±1.52,  
Hasil analisis statistik pada lampiran menunjukkan bahwa pengaruh lanjut 
pemberian flavonoid pada dosis yang lebih tinggi secara nyata dapat 
meningkatkan kadar hematokrit pada ikan Nila (p<0.05). hal ini sesuai dengan 
penelitian Unigwe dan Nwakpu (2009), pemberian makanan yang mengandung 
bahan aktif flavonoid dapat meningkatkan kadar hematokrit dalam darah. 
 
5.6.3 Hemoglobin 
Pada ikan nila tanpa perlakuan perstisida aktif metomil, kadar hemoglobin 
pada darah ikan adalah 7.27±0.15 hb/100ml. Setelah ikan dipapar pestisida 
berbahan aktif metomil dengan dosis LC50 selama 96 jam, didapat nilai hematokrit 













































hemoglobin pada ikan yang terpapar suatu zat beracun juga dapat disebabkan 
oleh sifat penghambatan zat beracun tersebut pada sistem enzim yang 
bertanggung jawab dalam mensintesis hemoglobin dalam tubuh ikan. Wepener et 
al. 1992), menambahkan bahwa terjadinya penurunan kadar hemoglobin pada 
darah dapat menjadi indikator menurunnya kemampuan ikan untuk menyediakan 
oksigen yang cukup bagi jaringan tubuh sehingga menghasilkan penurunan 
aktivitas fisik ikan. 
 
Gambar 12. Grafik kadar hemoglobin pada ikan nila (Oreochromis niloticus) 
 
Ikan yang telah terpapar oleh pestisida berbahan aktif metomil dosis LC50 
selama 96 jam kemudian dipindahkan kedalam aquarium yang berisi air baru 
tanpa pemberian pestisida. Ikan lalu diinjeksi dengan flavonoid. Setelah masa 
pemeliharaan 96 jam, nilai rata rata hemoglobin pada perlakuan dosis control (-) 
adalah 4.67±1.63 hb/100ml, pada perlakuan dosis b adalah 5.20±0.20 hb/100ml, 
pada perlakuan dosis b adalah 5.27±0.11 hb/100ml, pada perlakuan dosis c 
adalah 5.73±0.64 hb/100ml. 
Hasil analisis statistik pada lampiran menunjukkan bahwa pengaruh lanjut 
pemberian flavonoid pada dosis yang lebih tinggi secara nyata dapat 




















































dilakukan oleh Kitagawa (2004), Interaksi antara flavonoid dengan hemoglobin 
menghambat reaksi kerusakan enzimatik dalam eritrosit, sehingga tidak terjadi 
kerusakan membran eritrosit (hemolisis). Meningkatnya kadar eritrosit pada darah 
ikan yang diberi perlakuan pemberian flavonoid akan berbanding lurus dengan 
peningkatan kadar hemoglobin pada darah ikan. Menurut Asri et al (2015), 
Hemoglobin merupakan bagian dari eritrosit yang berfungsi dalam mengikat 
oksigen untuk diedarkan ke seluruh tubuh, maka peningkatan jumlah eritrosit akan 
berbanding lurus dengan peningkatan kadar hemoglobin. Soeharsono (2010) 
menambahkan bahwa setiap eritrosit mengandung ±180 juta molekul hemoglobin. 
 
5.6.4 Leukosit 
Pada ikan nila tanpa perlakuan perstisida didapat kadar laukosit pada darah 
ikan adalah 1.80 x104±0.54 sel/ml. Setelah ikan dipapar pestisida berbahan aktif 
metomil dengan dosis LC50 selama 96 jam, didapat nilai leukosit adalah 3.64x104 
± 0.15 sel/ml. Menurut Lukmini (2016), Kenaikan leukosit juga mengindikasikan 
terjadinya kerusakan pada jaringan tubuh, stres fisik yang parah, dan leukositosis. 
Penelitian lain yang telah dilakukan oleh El-sayed et al (2007) menjelaskan bahwa 
paparan pestisida merupakan salah satu stressor lingkungan yang dapat 
menstimulasi limfopoiesis dan meningkatkan pelepasan limfosit pada jaringan 
limfomyeloid dalam tubuh ikan nila sehingga adanya paparan pestisida metomil ini 
akan meyebabkan peningkatan jumlah leukosit (leukositosis) pada darah ikan nila. 
Pada penelitian ini, meningkatnya jumlah leukosit pada ikan nila yang terpapar 
pestisida metomil merupakan salah satu bentuk pertahanan diri terhadap 
masuknya bahan asing yaitu pestisida berbahan aktif metomil dalam tubuh ikan 
nila. Hal ini dijelaskan oleh Murray et al (1996) dalam penelitiannnya dimana 
leukosit merupakan sel darah yang berperan menjalankan fungsi system antibodi 






















Gambar 13. Grafik kadar leukosit pada ikan nila (Oreochromis niloticus) 
 
Ikan yang telah terpapar oleh pestisida berbahan aktif metomil dosis LC50 
selama 96 jam kemudian dipindahkan kedalam aquarium yang berisi air baru 
tanpa pemberian pestisida. Ikan lalu diinjeksi dengan flavonoid. Setelah masa 
pemeliharaan 96 jam, nilai rata rata leukosit pada perlakuan dosis control (-) 
adalah 3.45x104±0.15 sel/ml, pada perlakuan dosis b adalah 3.02x104±0.11 sel/ml, 
pada perlakuan dosis b adalah 2.35 x104 ±0.13 sel/ml, dan pada perlakuan dosis 
c adalah 2.09 x104±0.12 sel/ml.  
Hasil analisis statistik pada lampiran menunjukkan bahwa pengaruh lanjut 
pemberian flavonoid pada dosis yang lebih tinggi secara nyata dapat menurunkan 
kadar leukosit pada ikan Nila (p<0.05). Menurut penelitian yang dilakukan oleh 
Kawakita et al (2005), flavonoid secara signifikan mampu berperan sebagai 
imunostimulan dengan merangsang proliferasi leukosit dengan cara meningkatkan 
aktivitas sel T helper, sitokin, interleukin-2, g-interferon, dan makrofag yang 
berguna dalam pengobatan beberapa penyakit. Hal ini membuktikan bahwa 
pemberian flavonoid dapat mempercepat proses penyembuhan ikan yang terpapar 

























































juga akan kembali normal. Sundaryono (2011) dalam penelitiannya juga 
menegaskan bahwa pemberian bahan yang mengandung senyawa flavonoid 
mampu menurunkan jumlah leukosit pada darah.  
 
5.7 Parameter Mikronuklei Ikan Nila (Oreochromis niloticus) 
Pada ikan nila tanpa perlakuan perstisida didapat kadar laukosit pada darah 
ikan adalah 75,6 ± 8.38 ‰. Setelah ikan dipapar pestisida berbahan aktif metomil 
dengan dosis LC50 selama 96 jam, didapat nilai leukosit adalah 829,6 ± 7.92 ‰. 
Paparan pestisida pada ikan merupakan salah satu sebab meningkatnya 
frekwensi mikronuklei pada eritrosit ikan. Menurut studi yang telah dilakukan oleh 
Mitchelmore et al (1998) terhadap ikan nila (Oreochromis mossambicus), 
konsenrasi dan lama waktu pemaparan pestisida terhadap ikan mampu 
mengikatkan induksi mikronuklei pada eritrosit peripheral ikan. Gambaran 
mikronuklei dapat dilihat pada gambar 14 di bawah.  
 
Gambar 14. Sel periferal eritrosit ikan nila (Oreochromis niloticus). 
MNi = sel darah yang memiliki mikronuklei; N = Sel 
eritrosit normal 
 
Menurut Purwadiwarsa (2000) senyawa karsinogenik seperti pestisida 



























menghambat pembentukkan benang spindle sehingga mengakibatkan segregasi 
kromosom tidak sempurna. Menurut Nina (2008) Jika proses pembelahan sel ini 
terganggu karena kromosom rusak akibat bahan kimia atau radiasi, maka 
distribusi bahan genetik nukleus baru selama pembelahan sel akan terpengaruh 
dan sebagian atau mungkin seluruh kromosom akan gagal untuk dimasukkan 
dalam salah satu dari dua nukleus baru. Ketika ini terjadi, materi genetik yang tidak 
dimasukkan ke dalam inti akan membentuk sendiri nukleus yang berukuran lebih 
kecil dari nukleus utama yang terlihat jelas dengan mikroskop. Sumpena (2009) 
menambahkan, Aberasi kromosom akibat induksi oleh bahan kimia dapat memicu 
pembentukkan mikronukleus.  
 
Gambar 15. Grafik frekwensi mikronuklei ikan nila (Oreochromis niloticus) 
 
Ikan yang telah terpapar oleh pestisida berbahan aktif metomil dosis LC50 
selama 96 jam kemudian dipindahkan kedalam aquarium yang berisi air baru 
tanpa pemberian pestisida. Ikan lalu diinjeksi dengan flavonoid. Setelah masa 
pemeliharaan 96 jam, frekwensi mikronuklei pada perlakuan dosis control (-) 
adalah 710,5 ± 14.2 ‰, pada perlakuan dosis a adalah 496.4 ± 18.4 ‰, pada 
perlakuan dosis b adalah 285.0 ± 30.7 ‰, dan pada perlakuan dosis c adalah 
















































Hasil analisis statistik pada lampiran menunjukkan bahwa pengaruh lanjut 
pemberian flavonoid pada dosis yang lebih tinggi secara nyata dapat menurunkan 
frekwensi mikronuklei pada eritrosit ikan Nila (p<0.05). Menurut Meiyanto et al 
(2012), hal ini terjadi karena flavonoid merupakan senyawa yang berpotensi 
sebagai agen Co-Chemotherapeutic dan mampu mereduksi sel yang diduga 
kangker dengan cara memodulasi siklus sel dan menginduksi aktifitas apoptosis 
sel sehingga mampu mematikan sel sel yang berpotensi kangker seperti sel 
mikronukei. 
Selain itu, Miller (1996) menambahkan bahwa flavonoid juga dikenal 
sebagai senyawa yang mampu bertindak sebagai immunostimulan, antitumor, 
antiHIV dan antioksidan. Senyawa ini mampu melindungi sel sel tubuh ikan yang 
sehat dari paparan pestisida metomil dan membantu proses regenerasi sel darah 
merah. Peran senyawa flavonoid terhadap sel darah dijelaskan dalam penelitian 
Sudaryono (2011), dimana senyawa flavonoid mampu melindungi lipid membran 
sel, mencegah kerusakan sel darah dan mampu meningkatkan eritropoiesis yaitu 
proses pembentukan eritrosit dalam sumsum tulang. Oleh karena itu, pemberian 
flavonoid ini mampu menghancurkan sel sel yang berpotensi kangker dan 
mambantu membentuk sel sel darah baru sehingga dapat memulihkan kembali 
kondisi darah ikan nila. 
 
5.8 Parameter Histologi Insang Ikan Nila (Oreochromis niloticus) 
Insang merupakan organ penting bagi ikan nila. Dolenec & Kuzir (2009) 
menyatakan bahwa insang ikan adalah organ multifungsi yang bertanggung jawab 
untuk respirasi, osmoregulasi, keseimbangan asam-basa dan ekskresi limbah 
nitrogen. Menurut Wulandari et al (2013), Insang adalah salah satu organ ikan nila 
yang kondisinya sangat dipengaruhi oleh perubahan kualitas perairan karena 





















sangat mungkin terjadi perubahan histologis akibat adanya pencemaran pada 
lingkungan perairan. 
 
5.8.1 Histologi Insang Ikan Nila Tanpa Perlakuan 
Analisis histologis pada insang ikan dapat menggambarkan tingkat 
kerusakan yang terjadi akibat adanya paparan bahan toksik di perairan. Pada 
penelitian ini dilakukan analisis histologi insang nila (Oreochromis niloticus) yang 
tidak diberi perlakuan paparan pestisida berbahan aktif metomil ataupun dosis 
flavonoid. Hasil yang didapat nantinya dijadikan sebagai bahan pembanding 
terhadap kondisi insang ikan nila (Oreochromis niloticus) yang diberi perlakuan. 
Gambaran histologi insang nila (Oreochromis niloticus) yang tidak diberi perlakuan 
dapat dilihat pada gambar 15. 
 
Gambar 16 Gambaran histologi insang ikan Nila tanpa perlakuan; A = 
Lamella Primer; B = Lamella Sekunder; C = sel epitelium; D = Sel 
Basal. 
 
Gambar 15 menjelaskan bahwa tidak ada perubahan pada struktur lamela 
primer dan lamella sekunder. Sel basal dan epitelium yang terlihat juga masih 
terlihat normal. Hal ini menandakan kondisi insang ikan masih dalam kondisi sehat. 
























permanen selalu kontak dengan lingkungan perairan sehingga  membuat organ ini 
menjadi marker utama adanya polutan di perairan. 
 
5.8.2 Histologi Insang Ikan Nila Yang Terpapar Pestisida Berbahan Aktif 
Metomil Dengan Konsentrasi LC50 Selama 96 Jam. 
 
Perlakuan selanjutnya adalah ikan nila dipapar dengan pestisida berbahan 
aktif metomil. Konsentrasi yang dipakai adalah konsentrasi LC50 selama 96 jam 
yang sebelumnya telah ditentukan pada penelitian pendahuluan. Hasil dari 
pengamatan secara mikroskopis menunjukkan bahwa terjadi perubahan pada 
jaringan insang ikan Nila (O. niloticus) seperti pada gambar 16. 
 
Gambar 17 gambaran histologi insang ikan nila yang terpapar pestisida 
berbahan aktif metomil dengan konsentrasi LC50 selama 96 jam; 
A = Edema; B = Vakuolasi; C = Fusi. 
 
Berdasarkan gambar 15,menunjukkan bahwa paparan pestisida berbahan 
aktif metomil menyebabkan terjadinya beberapa perubahan pada struktur histologi 




























yang dilakukan oleh Devi dan Mishra (2013) terhadap ikan gabus (Channa 
punctatus) juga membuktikan bahwa adanya paparan pestisida mampu 
menyebabkan perubahan struktur pada insang ikan. Menurut Suparjo (2010), 
kerusakan yang terjadi pada lamela insang ini dapat mengganggu proses 
pertukaran gas-gas respiratorik sehingga ikan akan mengalami kesulitan dalam 
melakukan pernapasan yang nantinya dapat berujung pada kematian ikan nila 
secara kronis.  
 
5.8.3 Skoring Kerusakan Histologi Insang Ikan Nila Yang Terpapar Pestisida 
Berbahan Aktif Metomil Dengan Konsentrasi LC50 Selama 96 Jam. 
 
Skoring dilakukan untuk mengetahui tingkat persentase kerusakan pada 
jaringan insang ikan nila akibat paparan pestisida berbahan aktif metomil. 
Persentase kerusakan setiap luas bidang lapang pandang dihitung berdasarkan 
jumlah sel yang mengalami kerusakan. Pemberian skor dilakukan menurut Raza’l 
(2008) yaitu 1-4 dimana skor 1 untuk presentase kerusakan 0-5%, skor 2 untuk 
presentase kerusakan 6-25%, skor 3 untuk presentase kerusakan 26-50%, dan 
skor 4 untuk presentase kerusakan >50%. Hasil skoring kerusakan insang ikan 
nila akibat paparan pestisida metomil pada penelitian ini tersaji pada tabel 11 
 
Tabel 11. Rata-Rata Skoring Kerusakan Jaringan pada Insang Ikan Nila Yang 







Dosis LC50 3.6 4 
Tanpa Perlakuan 1.2 1 
Vakuolasi 
Control (-) 3.6 4 
Tanpa Perlakuan 1.0 1 
Fusi 
Control (-) 3.0 3 























A Kerusakan Edema Pada Insang Ikan Nila 
Edema adalah meningkatnya volume cairan ekstraseluler dan 
ekstravaskuler disertai dengan penimbunan cairan ini di dalam sela-sela jaringan 
dan rongga serosa (Saleh 1979). Masuknya air dan senyawa pestisida akan 
menyebabkan penimbunan cairan pada lamella insang. Menurut Laksman (2003), 
Edema yang berlebihan dapat menyebabkan hiperplasia akibat sel darah merah 
keluar dari kapilernya dan sel akan terlepas dari jaringan penyongkongnya. 
Pada tabel 11, Hasil rata-rata skoring kerusakan edema pada insang ikan 
nila yang terpapar pestisida metomil adalah 4 dan pada ikan tanpa perlakuan 
adalah 1. Menurut Raza’l (2008), nilai skor 4 menandakan kerusakan insang ikan 
nila yang terpapar pestisida berbahan aktif metomil terjadi lebih dari 50%. Ronald 
(1989) menjelaskan, edema dapat terjadi karena adanya paparan senyawa 
pestisida ke dalam sel atau jaringan intertisial mengakibatkan penimbunan cairan 
dalam sel sehingga terjadi edema, antara sel yang satu nampak terpisah dengan 
sel yang lainnya.  
 
B Kerusakan Vakuolasi Pada Insang Ikan Nila 
Pada tabel 11, Hasil rata-rata skoring vakuolasi yang terjadi pada insang ikan 
nila yang terpapar pestisida metomil adalah 4 dan pada ikan tanpa perlakuan 
adalah 1. Menurut Raza’l (2008), nilai skor 4 menandakan kerusakan insang ikan 
nila yang terpapar pestisida berbahan aktif metomil terjadi lebih dari 50%. 
Kerusakan yang tinggi ini terjadi karena insang merupakan organ yang langsung 
berhadapan dengan lingkungannya. Wulandari et al (2013) menyatakan, Insang 
merupakan organ respirasi ekskresi yang langsung berhubungan dengan 
lingkungan luar dan produk ekskresi sehingga dapat segera berdifusi. 
Paparan pestisida dapat menyebabkan perubahan terbesar seperti 





















terjadi pada ginjal ikan mas yang terpapar pestisida hexachlorobutadiene (Fischer-
Scherl et al. 1991; Reimschüssel et al. 1989. Insang ikan yang terpapar pestisida 
akhirnya terjadi kerusakan dan membuat ikan sulit untuk melakukan respirasi dan 
mengakibatkan sel sel insang mengalami kerusakan histologi berupa vakuolisasi. 
vakuolisasi merupakan hilangnya struktur normal sel sebelum kematian sel 
dimana hal ini merupakan tanda dimulainya kerusakan sel akibat zat toksik. Salah 
satu hal yang dapat menyebabkan terjadinya vakuolisasi adalah kekurangan 
oksigen pada sel (hipoksia) sehingga mengganggu proses metabolisme (Edleen, 
2015). Kematian ikan nila (Oreochromis niloticus) secara cepat disebabkan oleh 
adanya hubungan langsung antara bahan toksik lingkungan dan jaringan insang 
dimana bahan toksik tersebut dapat mengakibatkan struktur jaringan insang yang 
terdiri epitel tipis menjadi rentan terhadap kerusakan. 
 
C Kerusakan Fusi Pada Insang Ikan Nila  
Menurut Camargo & Martinez, (2007), Fusi lamela merupakan hasil akhir 
dari hiperplasia lamela secara besar-besaran yang mengakibatkan berkurangnya 
luas permukaan insang. Fusi pada lamela sekunder merupakan reaksi akut akibat 
iritasi oleh bahan-bahan kimia salah satunya adalah pestisida berbahan aktif 
metomil. Pada tabel 11, Hasil rata-rata skoring kerusakan fusi pada insang ikan 
nila yang terpapar pestisida metomil adalah 3 dan pada ikan tanpa perlakuan 
adalah 1. Menurut Raza’l (2008), nilai skor 3 menandakan kerusakan insang ikan 
nila yang terpapar pestisida berbahan aktif metomil terjadi antara 26%-50%. 
Terjadinya fusi pada insang ikan Nila (Oreochromis niloticus) pada penelitian 
ini disebabkan oleh tingginya tingkat kerusakan berupa hyperplasia. Menurut 
Rodrigues (2017), poliferasi pada sel insang seperti hyperplasia dapar mengarah 
pada terjadinya fusi pada lamella insang. Selain itu, Modu et al., (2012) 





















menyebabkan luas pada permukaan insang untuk berespirasi berkurang, 
gangguan aliran darah pada insang dan gangguan metabolisme tubuh sehingga 
mengakibatkan kematian ikan. 
 
5.8.4 Gambaran Histologi Insang Ikan Nila Yang Terpapar Pestisida 
Berbahan Aktif Metomil Setelah Diberi Flavonoid Rumput Laut Coklat 
(Sargassum sp.). 
 
Flavonoid dikenal mampu membantu dalam proses penyembuhan dan 
regenerasi sel sel tubuh yang rusak. Menurut Mawarti dan Ghofar (2014), 
Pemberian suplemen yang mengandung flavonoid tinggi (90%) pada ikan yang 
mengalami kerusakan histologi berupa (edema hyperplasia, dusi, nekrosis) dapat 
membantu proses Reepitelisasi pada sel epitel insang yang rusak. Pada 
penelitiaan ini, Ikan nila yang telah dipapar pestisida berbahan aktif metomil 
kemudian diinjeksi senyawa flavonoid rumput laut coklat (Sargassum sp.) dengan 
dosis berbeda berdasarkan dosis IC50. Gambaran histologinya dapat dilihat pada 
Gambar 17 dibawah : 
 
Gambar 18. Gambaran Histologi Insang Ikan Nila Yang Terpapar Pestisida 
Berbahan Aktif Metomil Setelah Diberi Flavonoid Rumput Laut 
Coklat (Sargassum sp.). A = Tanpa Pemberian Flavonoid; B = 
Pemberian Flavonoid Dosis 1/3 IC50; C = Pemberian Flavonoid 
Dosis 2/3 IC50; D = Pemberian Flavonoid Dosis 3/3 IC50; E = 
Kontrol. 






















Setelah 96 jam terpapar pestisida berbahan aktif metomil, ikan kemudian 
dipindahkan kedalam aquarium pemeliharaan yang berisi air bersih dan diberikan 
perlakuan. Setelah 48 jam, insang ikan pada gambar A (tanpa pemberian 
flavonoid) masih terjadi kerusakan insang yang tinggi meliputi edema, vakuolisasi, 
dan fusi. Pada gambar B (Pemberian Flavonoid Dosis 1/3 IC50) kerusakan insang 
terlihat berkurang meskipun masih terlihat beberapa kerusakan. Pada gambar C 
(Pemberian Flavonoid Dosis 2/3 IC50) kerusakan insang semakin menurun namun 
lamella sekunder masih belum sepenuhnya kembali normal. Pada gambar D 
(Pemberian Flavonoid Dosis 3/3 IC50) kerusakan insang juga masih terlihat 
namun lamella sekunder terlihat berangsur-angsur kembali normal.  
 
5.8.5 Skoring Kerusakan Pada Insang Ikan Nila Yang Terpapar Pestisida 
Berbahan Aktif Metomil Setelah Diberi Flavonoid Rumput Laut Coklat 
(Sargassum sp.). 
Skoring dilakukan untuk mengetahui pengaruh yang ditimbulkan oleh 
flavonoid terhadap tingkat persentase pengurangan kerusakan pada jaringan 
insang ikan nila akibat paparan pestisida berbahan aktif metomil. Persentase 
kerusakan pada setiap luas bidang lapang pandang yang dihitung berdasarkan 
jumlah sel yang mengalami kerusakan. Preparat histopatologis ikan nila dilakukan 
dengan pengecatan Hematoksilin Eosin (HE), kemudian diamati gambaran 
histopatologisnya di 5 lapangan pandangsecara acak dengan mikroskop 
cahayapada pembesaran 400x. Gambaran histopatologis hati tikus wistar dinilai 
dengan menghitung tingkat kerusakan hepatosit berdasarkan skor derajat 
perubahan struktur histopatologis jaringan insang. Skoring dilakukan menurut 
Raza’l (2008) yaitu 1-4 dimana skor 1 untuk kerusakan 0-5%, skor 2 untuk 
kerusakan 6-25%, skor 3 untuk kerusakan 26-50%, dan skor 4 untuk kerusakan 






















Tabel 12 Rata-Rata Skoring Tingkat Kerusakan Jaringan pada Insang Setelah 
Diberi Flavonoid Rumput Laut Coklat (Sargassum sp.); A = Tanpa 
Pemberian Flavonoid; B = Pemberian Flavonoid Dosis 1/3 IC50; C = 
Pemberian Flavonoid Dosis 2/3 IC50; D = Pemberian Flavonoid Dosis 

























Dari tabel 12, kerusakan edema insang ikan pada perlakuan A memiliki skor 
3,6 yang artinya insang mengalami edema yang tergolong tinggi. Pada perlakuan 
B dan C memiliki skor 2.4 artinya insang mengalami edema yang tergolong 
sedang. Pada perlakuan D memiliki skor terrendah yaitu 1.8. Ini membuktikan 
bahwa pemberian flavonoid dapat menurunkan edema yang terjadi pada insang 
ikan nila akibat paparan pestisida berbahan aktif metomil. 
Berdasarkan tabel 12, Skoring kerusakan vakuolisasi insang ikan nila pada 
perlakuan A memiliki skor 3,6 yang artinya insang mengalami vakuolisasi yang 
tergolong sangat berat. Pada perlakuan B memiliki skor 2.8 artinya insang 
mengalami vakuolisasi yang tergolong berat. Pada perlakuan C memiliki skor 2.2 
artinya insang mengalami hiperplasia yang tergolong sedang. Pada perlakuan D 





















dapat menurunkan vakuolisasi yang terjadi pada insang ikan nila akibat paparan 
pestisida berbahan aktif metomil. 
Skoring kerusakan fusi insang ikan nila menurut tabel 12 pada perlakuan A 
memiliki skor 3,0 yang artinya insang mengalami fusi yang tergolong berat. Pada 
perlakuan B memiliki skor 2.0 artinya insang mengalami fusi yang tergolong 
sedang. Pada perlakuan C memiliki skor 1.6 artinya insang mengalami fusi yang 
tergolong sedang. Pada perlakuan D memiliki skor terrendah yaitu 1.4. ini 
membuktikan bahwa pemberian flavonoid dapat menurunkan fusi yang terjadi 
pada insang ikan nila akibat paparan pestisida berbahan aktif metomil. 
Skoring kerusakan nekrosis insang ikan nila menurut tabel 12 pada 
perlakuan A memiliki skor 3,2 yang artinya insang mengalami nekrosis yang 
tergolong berat. Pada perlakuan B memiliki skor 3,2 artinya insang mengalami 
nekrosis yang tergolong berat. Pada perlakuan C memiliki skor 2.6 artinya insang 
mengalami nekrosis yang tergolong sedang. Pada perlakuan D memiliki skor 
terrendah yaitu 2. ini membuktikan bahwa pemberian flavonoid dapat menurunkan 
nekrosis yang terjadi pada insang ikan nila akibat paparan pestisida berbahan aktif 
metomil. 
Berdasarkan data pada tabel 12 , pemberian flavonoid dengan konsentrasi 
yang semakin tinggi terbukti mampu mempercepat penurunan tingkat kerusakan 
insang meliputi edema, vakuolisasi, dan fusi yang terjadi akibat adanya paparan 
pestisida berbahan aktif metomil. Acar et al (2002) menjelaskan bahwa flavonoid 
mempunyai komposisi 90% Diosi dan 10% hespiridin, dimana mempunyai efek 
meningkatkan vaskularisasi dan proteksi pada endotelium vascular yang sangat 
membantu dalam proses perbaikan sel sel yang rusak. 
Flavonoid memiliki aktifitas antioksidan dan anti-inflamasi. pemberian 
flavonoid menurut Nijveldt et al., (2001) dapat menstabilkan Reactive Oxygen 





















kemampuannya dalam menarik mediator inflamasi, menghambat enzim 
siklooksigenase dan lipooksigenase, sehingga produksi prostaglandin dan 
leukotrien dapat berkurang. Trowbridge dan Emling, (1993) menjelaskan bahwa 
penurunan jumlah prostaglandin dan leukotrien mengakibatkan migrasi sel radang 
ke area jaringan yang rusak akan berkurang yang menandakan bahwa proses 
penyembuhan fase inflamasi dipersingkat, sehingga dapat segera memasuki fase 
proliferasi. Pada tahapan poliferasi, Taqwim et al., (2010) menjelaskan bahwa 
flavonoid mampu mengatur fungsi sel dengan cara merangsang produksi TGF-β 
yang dapat meningkatkan kemotaksis dan proliferasi fibroblas di daerah luka yang 
mana semakin banyak fibroblas pada daerah luka, maka sintesis kolagen segera 
dimulai sehingga mempercepat proses penyembuhan. Sehingga dengan 
pemberian flavonoid pada ikan nila secara tidak langsung dapat mempercepat 
proses penyembuhan insang ikan nila yang rusak akibat adanya paparan pestisida 
berbahan aktif metomil. 
 
5.9 Parameter Penunjang 
Parameter fisika kimia air yang diamati pada uji toksisitas adalah Suhu, pH, 
DO dan Total Amonia Nitrogen. 
 
5.9.1 Suhu 
Menurut Kordi et al (2005), Suhu mempengaruhi aktivitas metabolisme, 
pertumbuhan dan kehidupan organisme, karena itu penyebaran organisme baik di 
lautan maupun di perairan air tawar dibatasi oleh suhu perairan tersebut. 
Pengukuran parameter suhu dilakukan karena merupakan parameter penting bagi 
kehidupan ikan. Rata-rata suhu selama pemaparan pestisida berbahan aktif 

























RATA-RATA SUHU JAM KE (oC) 
24 48 72 96 
0 27.0 28.0 26.8 26.7 
3.2 27.7 26.8 26.8 27.2 
4.2 27.9 27.8 27.7 26.8 
6.5 27.2 27.2 28.2 27.2 
8.7 28.0 27.0 27.5 26.8 
10 27.5 27.2 27.5 27.5 
 
Berdasarkan tabel 13 di atas, rata-rata suhu pada masing masing perlakuan 
berkisar antara 26,7oC hingga 28.2 oC. Menurut Devlin (2002), suhu merupakan 
salah satu paramenter kualitas air yang paling sering dipelajari sebagai faktor 
lingkungan dalam perikanan. El-sayed (2017) menambahkan, suhu merupakan 
salah satu parameter kualitas air yang sangat penting bagi ikan. DeWalle et al., 
2011) mengemukakan bahwa suhu optimal untuk pertumbuhan ikan nila berkisar 
antara 25oC-27oC. berdasarkan literature tersebut dapat dikatakan suhu media 
pemeliharaan ikan nila selama masa pemaparan pestisida tergolong optimal untuk 
ikan nila. 
 
5.9.2 Derajat Keasaman air (pH) 
Menurut Rifai dan Nasution (1993), pH merupakan suatu ekspresi dari ion 
hidrogen (H+) di dalam air. Biasanya dinyatakan dalam minus logaritma dari 
konsentrasi ion H, Nilai pH ini sangat penting sebagai parameter kualitas air, 
karena mengontrol tipe dan laju kecepatan reaksi beberapa bahan di dalam air. 
Selain itu ikan dan makhluk-makhluk akuatik lainnya hidup pada selang pH 
tertentu, sehingga dengan diketahuinya nilai pH maka kita akan tahu apakah air 
tersebut sesuai atau tidak untuk menunjang kehidupan organisme air. Data pH 
media pemeliharaan ikan nila selama pemaparan pestisida berbahan aktif metomil 


























RATA-RATA PH JAM KE (ppm) 
24 48 72 96 
0 6.0 6.3 6.0 6.7 
3.2 6.7 6.3 6.7 6.3 
4.2 6.7 6.7 6.0 6.3 
6.5 7.0 7.0 7.3 7.0 
8.7 7.0 6.7 7.3 7.0 
10 6.7 6.3 7.3 6.7 
 
Berdasarkan tabel 14 di atas, rata-rata pH pada masing masing perlakuan 
berkisar antara 6 hingga 7,3 .Menurut Setyo (2009),  secara umum nilai pH air 
media pemeliharaan pada budidaya ikan nila antara 5 sampai 10 tetapi nilai pH 
optimum adalah berkisar 6 – 9. Berdasarkan literatur tersebut dapat dikatakan 
rata-rata pH selama pemaparan pestisida berbahan aktif metomil bedara pada 
kisaran optimum. Menurut Kordi dan Tancung (2007) menyatakan bahwa dalam 
budidaya pada pH dengan nilai 5 masih dapat ditolerir oleh ikan tapi pertumbuhan 
ikan akan terhambat sedangkan pH pertumbuhan yang optimal berada pada 
kisaran 6,5 - 9,0. Menurut Asmawi (1983), derajat keasaman yang masih dapat 
ditolerir oleh ikan air tawar adalah 4. 
 
5.9.3 Oksigen terlarut (DO) 
Oksigen terlarut (DO) merupakan variable kualitas air yang sangat penting 
bagi ikan dimana parameter ini akan mempengaruhi system metabolism dan 
kesehatan ikan. Perubahan konsentrasi oksigen terlarut dalam air baik di perairan 
mengalir atau tergenang dipengaruhi oleh  faktor biotik dan abiotic seperti kegiatan 
fotosintesis, peningkatan suhu dan berbagai faktor lain (Stiller, 2017). Data 
parameter oksigen terlarut pada media pemeliharaan ikan nila selama masa 

























KONSENTRASI DO JAM KE (ppm) 
24 48 72 96 
0 6.50 6.80 6.80 6.97 
3.2 6.37 6.83 6.37 6.40 
4.2 6.67 6.83 6.83 7.63 
6.5 7.10 6.67 6.80 6.90 
8.7 6.50 6.30 6.17 6.67 
10 6.33 6.87 6.87 6.73 
 
Berdasarkan tabel 14 di atas, rata-rata konsentrasi oksigen terlarut pada 
masing masing perlakuan berkisar antara 6,17 ppm hingga 7,63 ppm. Menurut 
Mohsen (2014), terdapat tiga tingkatan konsentrasi oksigen terlarut dalam perairan 
media pemeliharaan ikan nila (Oreochromis niloticus) yaitu rendah (1.0 - 1.5 ppm), 
sedang (2.5 - 3.0 ppm), dan normal (6.0 - 6.5 ppm). Berdasarkan literatur tersebut, 
konsentrasi oksigen terlarut selama masa pemaparan pestisida berbahan aktif 
metomil tergolong dalam kategori normal. 
 
5.9.4 Total Amonia Nitrogen (TAN) 
Total ammonia nitrogen (TAN) atau amonia total merupakan jumlah amonia 
yang terukur di perairan, yang terdapat dalam bentuk amonium dan amonia bebas 
yang tidak terionisasi. Hasil pengukuran TAN selama penelitian disajikan pada 
Tabel 16. 
Table 16 . Konsentrasi TAN (Total Ammonia Nitrogen) Media Pemeliharaan 
Selama Masa Pemaparan Pestisida Berbahan Aktif Metomil 
KONSENTRASI 
(ppm) 
KONSENTRASI DO JAM KE (ppm) 
24 48 72 96 
0 0.0 0,02 0,06 0,05 
3.2 0.0 0,03 0,02 0,10 
4.2 0.0 0,02 0,03 0,01 
6.5 0.0 0,04 0,01 0,06 
8.7 0.0 0,03 0,05 0,04 






















Berdasarkan tabel 16 di atas, rata-rata konsentrasi oksigen terlarut pada 
masing masing perlakuan berkisar antara 0.00 ppm hingga 0.14 ppm. Walaupun 
demikian pada penelitian ini konsentrasi TAN selama penelitian berkisar antara 
0,024 – 0,10 ppm masih dalam kisaran yang baik selama kadar amoniaknya tidak 


























a) LC50 96 jam dari pestisida berbahan aktif metomil terhadap ikan nila 
(Oreochromis niloticus) berada pada konsentrasi 3,06 ppm. 
b) Pemaparan Dosis LC50 96 jam dari pestisida berbahan aktif metomil 
terhadap ikan nila meyebabkan terjadinya penurunan kadar eritrosit, 
hemoglobin, dan hematokrit. Sedangkan leukosit dan frekwensi mikronuklei 
meningkat. 
c) Pemaparan Dosis LC50 96 jam dari pestisida berbahan aktif metomil 
menyebabkan terjadinya beberapa kerusakan terhadap histologi insang ikan 
nila berupa edema, vakuolisasi, dan fusi. 
d) Aktifitas antioksidan rumput laut coklat (Sargassum sp.), didapat nilai IC50 
didapat sebesar 8,67 (µg/ml). 
e) Pemberian dosis IC50 merupakan dosis terbaik flavonoid rumput laut coklat 
mampu lebih cepat menurunkan leukosit, frekwensi mikronuklei, kerusakan 
histologi insang ikan nila (edema, vakuolisasi, dan fusi) dan meningkatkan 
eritrosit, hemoglobin dan hematokrit ikan nila (Oreochromis niloticus). 
 
6.2 Saran 
Perlu adanya penelitian lebih lanjut tentang uji toksisitas flavonoid terhadap 
ikan nila (Oreochromis niloticus) untuk menentukan dosis maksimal yang aman 
serta menentukan metode yang efektif dan efisien dalam pemberian flavonoid 
pada ikan nila (Oreochromis niloticus) serta penggunaan metode LC-MS MS untuk 
proses purifikasi flavonoid. Selain itu perlu dilakukan pembubukan dan formulasi 
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Lampiran 1. Uji Penentuan Kisaran Konsentrasi Pestisida Berbahan Aktif Metomil 
Konsentrasi Ulangan Jumlah ikan 
Mortalitas jam ke 
1 2 4 6 12 24 48 72 96 
0 1 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Rata rata 
  
0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0.01 1 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Rata rata 
  
0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0.1 1 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Rata rata 
  
0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 1 10 0 0 0 0 0 0 0 1 2 
2 10 0 0 0 0 0 0 0 2 2 
Rata rata 
  
0 0 0 0 0 0 0 2 2 
10 1 10 0 0 2 2 3 4 10 10 10 
2 10 1 2 3 3 4 6 10 10 10 
Rata rata 
  
1 1 3 3 4 5 10 10 10 
100 1 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
2 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
Rata rata 
  
10 10 10 10 10 10 10 10 10 
 
Lampiran 2. Mortalitas Rata-Rata Ikan Nila Pada Uji Definitif 
Konsentrasi Jumlah Ikan 
Mortalitas Jam Ke 
1 2 4 6 12 24 48 72 96 
0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
3.2 10 0 0 0 1 2 2 2 2 3 
4.2 10 0 0 1 2 3 4 4 6 6 
6.5 10 0 0 1 1 3 4 5 6 7 
8.7 10 0 1 1 3 5 5 6 8 8 























Lapiran 3. Hasil Uji Fitokimia Rumput Laut Coklat (Sargassum sp.) 

























































































































Lampiran 4. Analisis Statistik Aktifitas antioksidan sarrgassum 
 
Lampiran 5. Analisis statistic Eritrosit Ikan Nila Setelah diinjeksi Flavonoid 
Sargassum 
 
a. Data Eritrosit 
Code Sampel 
Ulangan 
rata rata STD 
1 2 3 
Control (-) 10.3 10.9 9.8 10.33 0.55 
dosis a 11.9 11.6 11.5 11.67 0.21 
dosis b 17.1 14.1 14.7 15.30 1.59 
dosis c 25.2 27.0 28.7 26.97 1.75 










STD Ulangan Ulangan 
  blanko 1 2 3 1 2 3 
0.25 
1.133 
1.109 1.089 1.104 2.1 3.9 2.6 2.85 0.918652 
0.5 1.090 1.077 1.098 3.8 4.9 3.1 3.94 0.935458 
1 1.089 1.081 1.079 3.9 4.6 4.8 4.41 0.467035 
2.5 0.991 1.001 1.012 12.5 11.7 10.7 11.62 0.927093 


































kontrol (-) 3 10.3333 .55076 .31798 8.9652 11.7015 9.80 10.90 
dosis a 3 11.6667 .20817 .12019 11.1496 12.1838 11.50 11.90 
dosis b 3 15.3000 1.58745 .91652 11.3566 19.2434 14.10 17.10 
dosis c 3 26.9667 1.75024 1.01050 22.6188 31.3145 25.20 28.70 
Tanpa 
Perlakuan 
3 30.6000 1.53948 .88882 26.7757 34.4243 28.90 31.90 




Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 1021.809 4 255.452 153.887 .000 
Within Groups 16.600 10 1.660   
Total 1038.409 14    
 
Lampiran 6. Analisis statistic Hematokrit Ikan Nila Setelah diinjeksi Flavonoid 
Sargassum 
 
a. Data Hematokrit 
Code Sampel 
Ulangan 
rata rata STD 
1 2 3 
Control (-)  18.0 19.0 17.0         18.00                          1.00  
dosis a 19.0 20.0 18.0         19.00                          1.00  
dosis b 20.0 18.0 21.0         19.67                          1.53  
dosis c 21.0 19.0 22.0         20.67                          1.53  
Tanpa Perlakuan 31.0 28.9 31.9 30.60  1.54  
 
b. Deskriptif 













Kontrol (-) 3 18.0000 1.00000 .57735 15.5159 20.4841 17.00 19.00 
Dosis a 3 19.0000 1.00000 .57735 16.5159 21.4841 18.00 20.00 
Dosis b 3 19.6667 1.52753 .88192 15.8721 23.4612 18.00 21.00 
Dosis c 3 20.6667 1.52753 .88192 16.8721 24.4612 19.00 22.00 
Tanpa Perlakuan 3 30.6000 1.53948 .88882 26.7757 34.4243 28.90 31.90 





















c. Uji Anova 
 
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 315.984 4 78.996 43.709 .000 
Within Groups 18.073 10 1.807   
Total 334.057 14    
 
Lampiran 7. Analisis statistic Hemoglobin Ikan Nila Setelah diinjeksi Flavonoid 
Sargassum 
 




Rata rata Std 
1 2 3 
Control (-) 4.3 5.4 4.3 18.00 1.00 
dosis a 5.0 5.2 5.4 19.00 1.00 
dosis b 5.2 5.4 5.2 19.67 1.53 
dosis c 6.2 5.0 6.0 20.67 1.53 
Tanpa perlakuan 7.3 7.1 7.4 30.61  1.55  
 
b. Deskriptif 











Kontrol (-) 3 4.6667 .63509 .36667 3.0890 6.2443 4.30 5.40 
Dosis a 3 5.2000 .20000 .11547 4.7032 5.6968 5.00 5.40 
Dosis b 3 5.2667 .11547 .06667 4.9798 5.5535 5.20 5.40 
Dosis c 3 5.7333 .64291 .37118 4.1363 7.3304 5.00 6.20 
Tanpa 
Perlakuan 
3 7.2667 .15275 .08819 6.8872 7.6461 7.10 7.40 
Total 15 5.6267 .98522 .25438 5.0811 6.1723 4.30 7.40 
 
c. Uji Anova 
 
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 11.803 4 2.951 16.515 .000 
Within Groups 1.787 10 .179   























Lampiran 8. Analisis statistic Leukosit Ikan Nila Setelah diinjeksi Flavonoid 
Sargassum 
 
d. Data Leukosit 
Code Sampel 
Ulangan 
rata rata STD 
1 2 3 
Control (-)  3.42   3.32   3.62  3.45 0.15 
dosis a  3.05   2.90   3.12  3.02 0.11 
dosis b  2.25   2.50   2.31  2.35 0.13 
dosis c  1.95   2.12   2.20  2.09 0.13 
















Kontrol (-) 3 3.4533 .15275 .08819 3.0739 3.8328 3.32 3.62 
Dosis a 3 3.0233 .11240 .06489 2.7441 3.3025 2.90 3.12 
Dosis b 3 2.3533 .13051 .07535 2.0291 2.6775 2.25 2.50 
Dosis c 3 2.0900 .12767 .07371 1.7728 2.4072 1.95 2.20 
Tanpa 
Perlakuan 
3 1.7967 .54418 .31418 .4448 3.1485 1.17 2.15 
Total 15 2.5433 .67102 .17326 2.1717 2.9149 1.17 3.62 
 
f. Uji Anova 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 5.573 4 1.393 19.063 .000 
Within Groups .731 10 .073   
Total 6.304 14    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
